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Resumen

Las colecciones de museos son una fuente preciada de informacion acerca del pasado. En particular las
colecciones de plantas y animales, como también los objetos etnograficos de origen biolégico se han
sometidos recientemente a analisis genéticos, permitiendo la reconstruccion directa de ciertos aspectos
del pasado. A diferencia del analisis genético de muestras contemporaneas que solo permiten proponer
una hipotesis acerca del pasado, los analisis de muestras antiguas permiten acceder a informacién sin el

sesgo o alteraciones provocados por eventos historicos posteriores.

Los estudios de ADN antiguo (ADNa) han permitido reconstruir las rutas de migracién de los primeros
grupos humanos que salieron de Africa. El Gltimo gran movimiento migratorio humano hacia zonas
inhabitadas del planeta, que culmind con el poblamiento de las islas de Oceania Remota, finalizé hace
tan solo alrededor de mil afios, cuando el hombre colonizo las islas de Hawai, Rapa Nui y Nueva
Zelanda. Este proceso fue complejo, y no hay consenso de las rutas seguidas por los navegantes

prepolinésicos.

La reconstruccion de las rutas de los humanos para llegar a las remotas islas del Océano Pacifico, se ha
abordado mediante diversas estrategias. Una de ellas es el “enfoque comensal”, que consiste en el estudio
genético de especies animales y vegetales estrechamente asociadas al hombre y que fueron transportadas
intencionalmente hasta las islas de Oceania Remota. El estudio de estas especies permite dilucidar
posibles rutas migratorias, complementando informacion arqueoldgica y linguistica existente.

Entre las especies vegetales transportadas hacia el Pacifico se encuentra la morera de papel
(Broussonetia papyrifera), especie dioica proveniente de Taiwan y el sur y este de Asia continental.
Esta especie fue introducida al Pacifico por su gran valor cultural como fuente de fibra para la
elaboracion de textiles, conocidos como tela de corteza (“bark-cloth”) o “tapa”. Los textiles de corteza,
al ser un simbolo de riqueza y poder, se conservaban en las familias por mucho tiempo, por lo que
podrian entregar informacidn genética de individuos de B. papyrifera presentes en Oceania de tiempos
incluso anteriores a los primeros contactos con los europeos, y anteriores a la toma de las primeras
muestras para herbarios. Ademas, fueron materiales etnograficos de interés para los europeos que los
colectaron o recibieron como regalos, por lo que actualmente se encuentran en diversas colecciones del

mundo.

La pregunta fundamental de investigacion que gui6 este trabajo fue la siguiente: ¢Es posible obtener
ADN a partir de tapa antigua y caracterizarlo mediante marcadores moleculares?
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Las hipdtesis de esta tesis son: 1.- Es posible extraer y caracterizar ADN de textiles etnogréaficos
(tapa) antiguos mediante la region ITS-1 para identificar la especie vegetal utilizada como fuente
de fibra y 2.- Es posible caracterizar ADN de B. papyrifera aislado a partir de textiles etnogréaficos
antiguos (tapa) mediante un marcador de sexo y marcadores de microsatélites, para aportar a la
comprension general de la dispersion antrdpica de esta especie en Oceania Remota.

El objetivo general de este trabajo fue aislar y caracterizar ADN de muestras de textiles etnograficos
(tapa) antiguos mediante marcadores moleculares y comparar las caracteristicas genéticas de los
textiles elaborados a partir de B. papyrifera con los datos de muestras contemporaneas y de
herbario con el fin de aportar a la comprension general de la dispersion antrdpica de esta especie
en Oceania Remota.

A partir de 17 muestras de textiles antiguos provenientes de distintas islas de Oceania, se extrajo
exitosamente ADN antiguo de todas las muestras, no observandose una correlacion entre la antigiiedad
de la pieza de tapa y la cantidad de ADN obtenido. Mediante el estudio del marcador molecular ITS-1
se determino la especie vegetal de origen de cada pieza textil, identificandose 13 de las 17 piezas como
elaboradas a partir de B. papyrifera. Ademas, se detectaron sitios polimérficos en la region ITS-1.

Para caracterizar las piezas elaboradas a partir de B. papyrifera, se utilizo un marcador de sexo, que
permitid tipificar una pieza textil como proveniente de una planta femenina. Ademas, el analisis
mediante 10 marcadores de SSR indicé la presencia de 41 alelos detectados anteriormente en muestras
contemporaneas y de herbario de B. payrifera. Interesantemente, se encontraron 74 nuevos alelos no
observados anteriormente en material de herbario, ni contemporaneo de B. papyrifera, sugiriendo que
en el pasado existié una mayor diversidad genética en individuos de B. papyrifera en Oceania Remota.

El estudio de 51muestras de herbario provenientes de las mismas islas o de islas cercanas de las cuales
provenian las muestras de tapa antigua analizadas en esta tesis, contribuyé a la comparacion de
resultados. Se registraron ademas 9 alelos y 10 genotipos nuevos en muestras de herbario, no observados
anteriormente en material contemporaneo ni en otras muestras de herbario de B. papyrifera.

Los resultados de esta tesis confirman que es posible extraer y caracterizar ADNa proveniente de piezas
textiles antiguas, siendo éste el primer reporte hasta la fecha, de la extraccién y analisis de ADN a partir
de muestras etnograficas y arqueoldgicas de textiles de origen vegetal.



Summary:
Identification and genetic characterization of ancient ethnographic bark cloth

textiles (tapa) made from plant fibers using different molecular markers

Museum collections are a prized source of information about the past. In particular, collections of plants
and animals, as well as ethnographic objects of biological origin have recently undergone genetic
analysis, allowing the direct reconstruction of certain aspects of the past. Unlike the genetic analysis of
contemporary samples that only allow to propose a hypothesis about the past, the analyses of old samples
allow access to information without the bias or alterations provoked by later historical events.

Ancient DNA studies have allowed reconstructing the migration routes of the first human groups that
left Africa. The last great human migratory movement to uninhabited areas of the planet, culminating in
the settlement of the islands of Remote Oceania, ended only about a thousand years ago, when humans
colonized the islands of Hawaii, Rapa Nui and New Zealand. This process was complex, and there is no

consensus on the routes followed by pre-polynesian navigators.

The reconstruction of human routes to reach the remote islands of the Pacific Ocean has been approached
through various strategies. One of these is the "commensal approach,” which consists of the genetic
study of animal and plant species closely associated with humans and that were intentionally transported
to the islands of Remote Oceania. The study of these species allows to suggest migratory routes taken
by these species and the people that transported them, complementing existing archaeological and

linguistic information.

Among the plant species transported into the Pacific is paper mulberry (Broussonetia papyrifera), a
species native to South and continental Asia, as well as Taiwan. This multifunctional dioecious tree
species was introduced to the Pacific because of its great cultural value as a source of fiber for the
production of textiles, known as bark-cloth or tapa. Bark cloth textiles, being a symbol of wealth and
power, were kept in families for a long time, and therefore can provide genetic information on the
genetic diversity of the B. papyrifera poplation used to manufacture these textiles. These samples may
even provide information on paper mulberry in Oceania that precedes even the first contacts with
Europeans. Barkcloth may also provide a window to the past on times prior to the taking of the first
herbarium samples by European explorers. Bark cloth was of interest to Europeans who collected or
received them as gifts, and later these became part of various museum collections around the world.



The fundamental research question that guided this work was the following: Is it possible to obtain DNA
from samples taken from ethnographic tapa (bark cloth textiles) and characterize these using molecular
markers?

The hypotheses of this thesis are: 1.- It is possible to extract and characterize DNA from ancient
ethnographic textiles (tapa) using the ITS-1 region to identify the plant species used as a source of
fiber and 2.- It is possible to characterize DNA from B. papyrifera isolated from ancient
ethnographic textiles (tapa) using a sex marker and microsatellite markers, to increase our
understanding of the human mediated dispersal of this species in Remote Oceania.

The main aim of this work was to isolate and characterize DNA from ancient ethnographic (tapa)
textile samples using molecular markers and to compare the genetic characteristics of textiles
made from B. papyrifera with data from contemporary and herbarium samples for the purpose of
contributing to the understanding of the human mediated dispersal of this species in Remote
Oceania.

Ancient DNA was successfully extracted from all 17 textile samples from different islands in Oceania.
No correlation between the age of the tapa piece and the amount of DNA obtained was found. The species
used in the manufactrure of the textiles was assessed analyzing the ITS-1 region. Thirteen of the 17
samples were made from B. papyrifera. In addition, polymorphisms within the ITS-1 region were
detected.

A sex marker was used to determine the sex of the plants used in the making of the textiles. In addition,
analysis with 10 SSR markers indicated the presence of 41 previously detected alleles in contemporary
and B. payrifera herbarium samples. Interestingly, we also found 74 new alleles, not previously found
either in herbarium material or contemporary B. papyrifera leaf samples, suggesting that in the past there

was greater genetic diversity in B. papyrifera in Remote Oceania.

The study of 51 herbarium specimens coming from the same island region of the bark cloth samples
analyzed in this thesis, allowed comparing these two sources. Nine new alleles and 10 new genotypes
were found in these herbarium samples. None of these had been previously recorded either in
contemporary leaf material or other herbarium samples of B. papyrifera.

The results of this thesis confirm that it is possible to extract and characterize DNAa from old bark cloth
textiles. This is the first report to date of the extraction and analysis of DNA from old ethnographic and
archaeological samples of ethnographic textiles of plant origin.
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1 Introduccion

La ultima etapa de poblamiento humano a zonas deshabitadas del planeta finaliz6 hace tan sélo 1000
afios atras, con la ocupacion de las islas mas lejanas de Oceania Remota: Hawai, Nueva Zelanda y Rapa
Nui (Wilmshurst et al., 2011). La historia de como el hombre pobl6 las islas del Pacifico, una de las
areas mas vastas de la Tierra, ha fascinado a historiadores, arquetlogos, antropdlogos y genetistas.
Ultimamente, se ha comparado este proceso con la exploracion espacial, ya que involucrd la
colonizacidn a larga distancia de las pequefias y distantes islas que estan en medio del Pacifico. Dicha
colonizacién involucr6 el movimiento de cientos, incluso miles de personas luego de que pequefios
grupos humanos realizaran viajes exploratorios a estas porciones de tierra, gracias a los avances
tecnoldgicos de estos grupos en navegacion y transporte, y a la optimizacion de los recursos naturales
encontrados en dichas islas (Sheerin y Cunio, 2016). Esta documentado que los viajes a través del
Pacifico fueron realizados por expertos navegantes que contaban con tecnologia suficiente para recorrer
distancias de méas de 2.000 km entre islas (Kirch, 2010), llegando incluso a las costas de América (Storey
y Matisoo-Smith, 2014).

La comprension del proceso de poblamiento del Pacifico se ha estudiado mediante un enfoque holistico
que integra tres disciplinas: arqueologia, linglistica y genetica. Las herramientas arqueoldgicas han
permitido determinar la temporalidad de las principales olas migratorias (Wilmshurst et al., 2011),
mientras que los estudios linguisticos han sugerido el origen de las lenguas polinésicas (Gray et al.,
2009). Por otra parte, los estudios genéticos de ADN antiguo, tanto humano como de diferentes especies
animales y vegetales asociadas al hombre, han develado que existi6 un complejo proceso de colonizacion
y movimiento humano en esta zona del planeta, ya que algunas especies vegetales se transportaron a
Oceania Remota desde Asia, otras desde Nueva Guinea (Matisso-Smith y Robins, 2004; Storey et al.,
2007; Larson et al., 2007), e incluso algunas desde América (Clarke et al., 2006; Roullier et al., 2012).

Las fuentes de ADN antiguo pueden ser variadas. Las mas estudiadas son restos arqueolégicos humanos,
animales y vegetales. Se ha demostrado que es posible extraer ADN a partir de diferentes materiales de
valor cultural tales como pergaminos (Poulakakis et al., 2007), plumas (Hartnup et al., 2011) y papiros
(Marota et al., 2002), entre otros. En esta tesis se propone la caracterizacién por primera vez de una
coleccion de material etnografico elaborado a partir de fibras vegetales, de gran importancia en las
culturas del Pacifico, con herramientas de genética molecular. Se espera que este estudio contribuya a

la comprension del proceso de migracion y el poblamiento del Pacifico.



1.1 El rescate de la historia a través del estudio de ADN antiguo.

El estudio de ADN antiguo (ADNa) nos permite reconstruir el pasado ‘en tiempo real’. El analisis
genético de muestras contemporaneas nos permite tan sélo hacer una inferencia, es decir, proponer una
hipotesis acerca del pasado, mientras que los analisis realizados a partir de muestras antiguas (de mas
de 50 afios) nos permiten obtener la informacion en forma directa y verificar la hipétesis propuesta
(Willerslev y Cooper, 2005).

El primer analisis de ADNa se reportd a mediados de los afios 80°, cuando se secuencié el mtDNA de
una especie de cebra extinta (Equus quagga quagga) a partir de una muestra de museo (Higuchi et al.,
1984). Las colecciones de museos, desde este punto de vista, juegan un rol fundamental como fuente de
ADNa. No solo las colecciones de plantas y animales, sino también de objetos y productos etnogréaficos
de origen biologico son una fuente preciada de informacion acerca del pasado. Ejemplo de esto son los
estudios realizados en pergaminos griegos de los siglos X1l a XV1 (Poulakakis et al., 2007). En ese
trabajo se extrajo ADN de dichos pergaminos y mediante el anélisis del gen de citocromo b se encontrd
que las secuencias analizadas provenian de cuero de cabra (Capra hircus) y no de origen ovino o bovino.
El analisis realizado por Harnup et al. (2011) a partir de una capa de plumas antigua maori, permitio
determinar el origen del plumaje a partir del analisis de secuencias de ADN mitocondrial, determinando
que las plumas provenian principalmente del kiwi marrén (Apteryx mantelli) de la isla del norte de Nueva
Zelanda y, en menor grado, del kiwi moteado (Apteryx owenii) (Harnup et al., 2011). Otro ejemplo es el
andlisis realizado en ADN extraido a partir de madera de un barco que estuvo en el lecho marino por
maés de cuatro siglos (Speirs et al., 2009). Utilizando partidores de cloroplasto especificos para una
especie de roble (Quercus ssp.) se logro obtener una secuencia de 74 pb, lo que permitio identificar la

especie y el origen de la madera utilizada para construir esa embarcacion.

La inestabilidad post mortem de los &cidos nucleicos es el problema metodologico central de todos los
estudios de ADNa. En tejidos metabdlicamente activos, el ADN es reparado rapida y eficientemente. En
cambio, en células muertas o dormantes, el ADN sufre hidrolisis u oxidaciones espontaneas debido a la
accion de endonucleasas y de las condiciones ambientales. Esto dificulta la obtencion de ADN integro,
recuperandose generalmente fragmentos de entre 100 y 500 pb. Las muestras de ADN post mortem se
caracterizan por tener hebras dafadas, sufrir modificaciones y pérdida de bases, lo que puede causar la
amplificacion y secuenciacion preferente de ADN contaminante (por no encontrarse dafiado) (Willerslev
y Cooper, 2005; Rizzi et al., 2012).



Dado que el trabajo con ADNa involucra todas estas dificultades, algunos autores han cuestionado la
veracidad de ciertos resultados de secuenciacion de fragmentos de ADNa (Abbot, 2003; Barbujani y
Bertorelle, 2003). Como respuesta a estos cuestionamientos y a modo de normalizar el trabajo con
ADNa, diferentes autores han planteado ciertos ‘criterios de autenticidad y trabajo’ para evaluar la
legitimidad y reproducibilidad de las secuencias de ADNa, entre los que destacan el procesamiento de
las muestras antiguas y la extraccion de material genético en areas dedicadas exclusivamente al trabajo
con ADNa para evitar la contaminacion con ADN contemporaneo. Ademas se recomienda una
separacion fisica entre las areas de extraccion y amplificacién de ADN; se exige también el uso de
controles negativos de extraccion y su amplificacion para evaluar la presencia de contaminantes, la
realizacion de replicados de extraccion y amplificacion de ADNa, la evaluacién de la recuperacion de
ADN en la muestra de acuerdo a la edad e historia de conservacion de la muestra, asi como la posible
contaminacion de la misma al momento de la toma de muestras (Cooper y Poinar, 2000; Gilbert et al.,
2005).

Como se menciono anteriormente, en los estudios de ADNa se obtienen secuencias pequefias de no mas
de 500 pb. Sin embargo, este tamafio es adecuado para el estudio de marcadores moleculares de pequefia
longitud que permitan identificar el organismo fuente de la secuencia y evaluar diversidad genética entre

individuos de una misma especie.

1.2 Marcadores moleculares para la caracterizacion de ADN antiguo

Un marcador molecular se define como una pequefia region de ADN que presenta polimorfismos entre
sujetos de la misma especie (Andersen y Libberstedt, 2003). Entre las propiedades que debe poseer un
buen marcador molecular, destacan el tener una naturaleza polimdrfica, una ocurrencia frecuente en el
genoma, permitir un ensayo rapido y simple para su determinacion, una alta reproducibilidad y ademas

de presentar datos de facil intercambio entre distintos laboratorios (Joshi et al., 1999).

Entre los marcadores moleculares que se han utilizado para la caracterizacion de ADNa encontramos
secuencias cortas (<100 pb) de genoma de cloroplasto, como el gen rbcL (Marota et al., 2002) o el
fragmento tf42 (Speirs et al., 2009); secuencias de <350 pb de genoma mitocondrial (Higuchi et al.,
1984; Matisoo-Smith y Robins, 2004; Gyulai et al., 2006; Hartnup et al., 2011); y secuencias nucleares
como el Internal Transcribed Spacer (ITS-1) (Szabo et al., 2005), el gen adh (Huanca-Mamani et al.,
2015) y secuencias repetidas como los microsatélites o SSR (100-350 pb) (Manen et al., 2003; Szab6 et
al., 2005).



Los marcadores moleculares se pueden utilizar tanto como secuencias barcoding, es decir, para
identificar la especie a la cual pertenece la secuencia obtenida, como para evaluar diversidad genética
en una poblacion a través del estudio de polimorfismos. Existen dos tipos de polimorfismos: los de
secuencia, en el que se observa un cambio puntual en la secuencia nucleotidica, también llamados SNP
(Single Nucleotide Polymorphism); y los polimorfismos de longitud, en los que se observa un cambio

en el nimero de repeticiones de una secuencia (como es el caso de los microsatélites) (Butler, 2009).

La eleccién del tipo de marcador para identificar, caracterizar y/o evaluar la diversidad genética de una
especie 0 poblacion, depende principalmente de la fuente de obtencion del ADN vy de la calidad del
mismo. En circunstancias en las que la fuente de material genético permite obtener ADN en abundancia
y de buena calidad, como es el uso de hojas frescas o tejido vivo, es posible utilizar marcadores genéticos
que involucren el estudio de fragmentos de gran tamafio (>500 pb). En un escenario en el que la fuente
para la obtencion de material genético no permite obtener ADN de buena calidad, como los casos en las
que las fuentes de ADN han estado expuestas al paso del tiempo, a ambientes adversos, 0 se encuentran
procesadas (cuero, pergaminos, textiles antiguos) en general se utilizan marcadores de tamafio pequefio
(<350 pb) como los microsatélites y secuencias de ITS (Poulakakis et al., 2007; Marota et al., 2002;
Matisoo-Smith et al., 2004).

Los ITS o “Internal Transcribed Sequences” son secuencias que se encuentran entre los genes
ribosomales 18S, 5.8S y 26S, las cuales forman unidades repetidas en tandem (Alvarez & Wendel,
2003), en la que se distinguen dos regiones denominadas ITS-1 e ITS-2. Estas secuencias permiten
analisis taxonomicos y filogenéticos, pues presentan variabilidad intra-familia, intra-género e incluso

intra-especie (Powers et al., 1997; Besse, 2014).

Los microsatélites o0 SSR (Simple Sequence Repeats) corresponden a motivos de 1-6 pb que se repiten
en tdndem, encontrandose tanto en las regiones codificantes como no codificantes del genoma nuclear,
mitocondrial y de cloroplasto (Kalia et al., 2010). Son altamente polimdrficos y el namero de
repeticiones es variable entre individuos, caracteristicas que permiten una discriminacién a nivel de
variedades, subespecies, poblaciones, ecotipos e individuos (Weising et al., 2005). Los SSR son de
naturaleza multialélica, presentan una herencia co-dominante y una localizacion especifica (Kalia et al.,
2010), propiedades que permiten utilizarlos en procesos forenses y de criminalistica cuando es necesario
confirmar relaciones de filiacién entre dos personas y/o para la identificacion de osamentas (Gill, 2002).
En plantas se utilizan para evaluar diversidad genética (Liu et al., 2011) y para el andlisis de procesos

de domesticacién y dispersion de especies vegetales (Lia et al., 2007).



1.3 Estudios geneticos involucrados en la reconstruccion del Poblamiento de
Oceania.

El estudio de ADNa humano a través de marcadores moleculares altamente polimérficos como los SSR,
la zona hipervariable del ADN mitocondrial (ADNmt), y la zona no recombinante del cromosoma Y
(NRY), han permitido reconstruir las rutas de migracion de los primeros grupos humanos que salieron
desde Africa para poblar el resto del planeta (Underhill et al., 2007). La reconstruccion de las rutas
utilizadas por los humanos para llegar la Gltima zona del planeta en poblarse (las remotas islas del
Oceano Pacifico), ha sido abordada mediante la integracion de tres disciplinas: la arqueologia, la

linglistica y la genética.

Esta vasta region del planeta se conoce también como Oceania Remota y comprende todas las islas
ubicadas al este de las Islas Saloman, entre las que se encuentra Fiji, Samoa, Tonga, Rapa Nui, Hawai y
Nueva Zelanda, mientras que todas las islas ubicada al oeste de las Islas Salomon (incluyéndolas) se le
conoce como Oceania Cercana, respecto del continente asiatico (Matisoo-Smith, 2014).

La evidencia arqueoldgica ha permitido trazar la temporalidad de los diferentes movimientos humanos
a través de analisis de C** (Wilmhurst et al., 2011). El poblamiento del Pacifico comenzé con la
migracién de humanos modernos hace aproximadamente 60-40.000 afios antes del presente (AP),
periodo en el que grupos humanos provenientes del Sudeste asiatico gradualmente alcanzaron lo que
hoy corresponde a las islas de Indonesia, Nueva Guinea y el norte de Australia. La ocupacion de las Islas

Salomén representa la ocupacion mas oriental de la primera ola migratoria (Matisso-Smith, 2014).

La Gltima fase del asentamiento humano en el Pacifico estad marcada por la llegada de humanos a los
extremos de Oceania Remota, el triangulo Polinésico (formado por Rapa Nui, Nueva Zelanda y Hawai),
ocupando Hawai hace 1000-1200 afios AP, Rapa Nui hace 800-1200 afios AP y Nueva Zelanda hace
alrededor de 700 afios AP (Matisoo-Smith, 2014). Si bien se ha sugerido que se pobl6 primero el centro
del triangulo polinésico y luego sus vértices, aln quedan preguntas abiertas, como por ejemplo ¢Como
fue poblado el triangulo polinésico? ¢Cual es el origen de la poblacion que llegd a Rapa Nui y a Nueva
Zelanda? (Matisso-Smith, 2014). En la Figura 1 se resume la temporalidad de la ocupacién de las

diferentes zonas de Pacifico.

Los viajes de exploracién y asentamiento que realizaron los primeros humanos a Oceania Remota, se
realizaron en embarcaciones en las cuales transportaban especies vegetales para cultivo y animales

domésticos hacia nuevas islas inhabitadas, lo que atestigua su experticia en la construccién de canoas y



en tecnologia de navegacion (Kirch, 2010), sugiriendo que los viajes hacia Oceania Remota fueron
eventos planificados y no al azar (Kayser et al., 2006).
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Figura 1: Mapa del Océano Pacifico. La linea punteada azul delimita Oceania Cercana de Oceania Remota
(Adaptada de Matisoo-Smith, 2014).

La evidencia linglistica ha demostrado que Taiwan es el lugar de origen de las lenguas que actualmente
se hablan en las diferentes islas del Pacifico, sugiriendo que el asentamiento en Oceania Remota tuvo su
origen en una segunda oleada migratoria, mas reciente (hace 4.000 AP) que la que llevo a los primeros
viajeros a asentarse en Nueva Guinea y las Islas Salomon, y proveniente directamente desde Taiwan
(Gray et al., 2009).

La evidencia genética en humanos indica un decrecimiento de oeste a este en la diversidad genética total
de los haplogrupos de NRY y ADNmt, lo que proporciona evidencia del asentamiento en el Pacifico en
esa direccionalidad y sugiriendo que los viajes hacia el Pacifico fueron eventos planificados (Kayser et
al., 2006). Sin embargo, los estudios genéticos en humanos para estudiar el asentamiento en el Pacifico
presentan algunos problemas, ya que la mayor parte de la poblacion que habita esta zona desde el siglo
XVIII es el resultado del mestizaje entre polinésicos, europeos y asiaticos, quienes llegaron a esa region
durante los siglos XVI11 'y XIX (Matisoo-Smith et al., 1994). Ademas existen diversos problemas éticos

y culturales asociados a la obtencion de ADNa humano.

A partir de estas dificultades, se ha utilizado la estrategia o enfoque comensal para el estudio del

asentamiento humano del Pacifico. Este enfoque consiste en el estudio genético de especies que fueron
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introducidas antrépicamente a Oceania Remota, entre las que se encuentran especies animales y
vegetales fundamentales para la sobrevivencia humana y la reproduccion de su cultura (Matisoo-Smith,
1994; Kirch, 2000). El estudio genético de especies animales y vegetales estrechamente asociadas al
hombre durante el poblamiento de Oceania Remota puede revelar patrones complementarios,
relacionados con actividades humanas como el comercio y la agricultura (Seelenfreund et al., 2010). En

este contexto, el estudio de materiales fuente de ADNa ha jugado un rol fundamental.

Estudios realizados a partir de restos arqueoldgicos de perro en el Pacifico, han indicado mediante el
estudio de ADNmt que poseen un mismo linaje proveniente de Vietnam, y que fueron introducidos al
Pacifico como una poblacién pequefia que permanecié aislada de otras poblaciones de la misma especie
(Savolainen et al., 2004). Un estudio en ADNmt de muestras arqueoldgicas de cerdo también indica que
el linaje introducido a Oceania Remota proviene de Vietnam (Larson et al., 2007), en contraste a lo
indicado por la evidencia linguistica (Gray et al., 2009). Sin embargo, el mismo estudio en cerdo, indica
ademas la introduccion de un segundo linaje de cerdos, provenientes de China, via Taiwan, que se asento
en las islas que se encuentran al norte de Nueva Guinea y que conforman la zona de Micronesia. El
trabajo realizado en ADNmt, extraido de restos arqueologicos de la rata polinésica apoya este
movimiento (Matisoo-Smith et al., 2004). Por otra parte, los estudios realizados en restos arqueoldgicos
de huesos de pollo encontrados en las costas chilenas, apoya la hipotesis de un contacto entre los

habitantes del Pacifico y America del Sur (Storey et al., 2012).

Otra especie que ha aportado al entendimiento del proceso de colonizacidn del Pacifico es la morera de
papel o Broussonetia papyrifera, especie no comestible que fue introducida en Oceania Remota debido
a su gran valor cultural para los pueblos del Pacifico (Seelenfreund et al., 2010). Es una especie
proveniente del Sudeste asiatico y su utilizacién como fuente de fibra para la elaboracion de textiles ha

entregado informacidn diferente a la aportada por las especies anteriormente mencionadas.

1.4 Broussonetia papyrifera como modelo comensal y su relevancia cultural en el
Pacifico

La morera de papel o Broussonetia papyrifera es una especie ampliamente distribuida en la Oceania,
siendo unas de las 20 especies que se introdujeron a Rapa Nui (Métraux 1971; Orliac y Orliac 1998) y
una de las seis que se introdujeron a Nueva Zelanda (Sykes 1969; Matthews 1996). B. papyrifera,
perteneciente a la familia de las Moraceae, es una planta dioica y perenne en su habitat nativo, que
corresponde a Sudeste asiatico (Matthews 1996). Esta especie es usada en el este de Asia para la

elaboracion de papel (“washi” en Japon) y textiles, como forraje y planta medicinal. En la medicina
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china tradicional su uso es diverso (Wang et al., 2012). Su propagacién en el Pacifico es de tipo

vegetativa, tal como muchas otras especies cultivadas por los polinésicos (Barker, 2002; Elevitch, 2006).

Los textiles manufacturados a partir de esta especie, se conocen como tela de corteza (“bark-cloth”) o
“tapa”. El nombre para estos textiles en Samoa es siapo, en Tonga es ngatu, mientras que en Fiji se
conoce como masi (Ewin, 2009). En Hawai la tapa que no esta pintada se conoce como kapa, y en Niue
como hiapo. La riqueza de términos para este textil refleja la importancia cultural y econémica de este
material para los pueblos de Oceania. El término tapa se utilizaba originalmente solo en Tahiti y se
expandi6 su uso por los europeos que viajaron por Oceania en el siglo XVIII, usandola como término
genérico para las telas de corteza. La palabra tapa significa ‘borde’ en tahitiano (Mesenhéller y Lueb,
2013).

Para la elaboracion de tapa a partir de B. papyrifera, se requiere que los tallos de esta especie alcancen
una altura de aproximadamente 3 metros. Es necesario ademas que genere tallos largos, delgados y sin
ramificaciones. Una vez alcanzada la altura deseada, el tallo de la planta se corta, se retira la corteza, y
luego se humedece, remoja, raspa y golpea en una superficie plana (Barker, 2002). En algunos casos (en
especial en las tapas tardias de Hawai, correspondientes al periodo post-contacto occidental), se incluia
un proceso temprano de fermentacion, que deja el material mas pegajoso y cohesivo. En el proceso de
golpeado, se obtienen trozos que alcanzan el doble del ancho original de la tira de corteza utilizada. A
partir de tiras de corteza de 8 cm de largo, se puede obtener tapa de hasta 50 cm de largo, y dependiendo
de la intensidad del golpeado, se obtienen telas de diferentes texturas y grosores (ver Figura 2). Latapa
antigua también puede ser reparada de esta manera, aunque no es un proceso comun. En algunas islas,
la tela incluso es barnizada con goma vegetal para hacerla resistente a la lluvia (Mesenhéller y Lueb,
2013). La tapa obtenida en muchas islas es decorada, utilizando técnicas de estampado, impresion y
dibujos a pulso (Barker, 2002).

En tapas del siglo X1X, post contacto europeo, analizadas mediante espectroscopia de fluorescencia con
rayos X y HPLC, se determind el uso de pigmentos y colorantes tradicionales e introducidos en la
decoracion de las telas. Entre las especies que proveen pigmentos destaca el noni (Morinda citrifolia),
planta introducida a Hawai por los polinésicos hace aproximadamente 1000 afios, y que produce un
colorante amarillo-anaranjado, generado principalmente por un compuesto antraquindénico. Con el fin
de producir pigmentacion roja, los hawaianos agregaban coral quemado (Ca(OH)>), ya que la solucién
alcalina favorece el cambio de color de este compuesto. También se utilizaban algunos materiales

inorgénicos, como el 6xido de hierro como pigmento rojo (Bisulca et al., 2015).



Figura 2. Proceso de manufacturacion de textiles de corteza o tapa. A. Broussonetia papyrifera. B y C.
Separacion de la corteza del tallo de B. papyrifera. D. Proceso de humedecimiento y golpeado de la corteza. E.
Tapa terminada sin decoracion. F. Textil o tapa terminada con decoracion final. (Fotografias A. Seelenfreund).

El uso de estas telas es muy variado en las diferentes islas del Pacifico. Este textil fue utilizado como
ofrendas en contextos ceremoniales, donde la exposicion de la tapa tiene una connotacion que revela el
prestigio y la fuerza de los grupos que la produjeron. Los disefios exponen vigor y poder, destacando en
sus motivos lo cotidiano y social de su cultura (Mesenhdller y Lueb, 2013). La tapa se utilizaba como
vestimenta en rituales religiosos mas que como prenda de uso cotidiano. Era producida en gran escala y
se utilizaban piezas de gran tamafio como tela decorativa en fiestas importantes, como matrimonios o
eventos privados de los jefes de la isla, asi como también en sus funerales, dado que este textil es un
simbolo de riqueza (Barker, 2002; Seelenfreund et al., 2010, Mesenhéller y Lueb, 2013).

Esta tela también fue usada para envolver a los recién nacidos, ya que al provenir del otro mundo, se
considera que contienen en su cuerpo parte de la energia sagrada que mueve el mundo. La piel es parte
del limite del cuerpo, y la tapa cumplia el rol de ser una piel adicional, a modo de envoltorio o corteza,
que refuerza y limita el flujo de esta energia sagrada. El tatuado también cumplia este rol, a modo de
blindaje de la piel. Los patrones geométricos encontrados en tapas y tatuajes en las armas que llevaban
los guerreros tonganos y fijianos, se relacionan con el empoderamiento y la fortaleza (Mesenhdller y
Lueb, 2013).



Dada la importancia de la tapa en el &mbito social y religioso, y a su amplia produccion y utilizacion en
el Pacifico, el estudio genético de la especie fuente de fibra para la elaboracion de este textil (B.
papyrifera), representa una aproximacion novedosa y culturalmente diferente para comprender el

proceso del poblamiento del Pacifico.

1.5 Estudios genéticos realizados en Broussonetia papyrifera
Con el fin de evaluar la diversidad genética de la poblacion B. papyrifera presente en Oceania Remota,
nuestro grupo de investigacion ha utilizado en forma exitosa diversos marcadores moleculares para el

estudio de muestras contemporaneas de esta especie.

El marcador I1TS-1 (no asi la region 1TS-2) exhibi6 diversidad, pues se determind la presencia de un
polimorfimos en el sitio relativo 203 que logra distinguir a los indiviuos provenientes de Asia (variante
G) de los que provienen de Oceania Remota (variante T) (Seelenfreund et al., 2011). EI marcador ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) también permitio diferenciar muestras asiaticas de muestras de Oceania
Remota, observandose ademas dos poblaciones en Hawai, lo que sugiere al menos dos eventos de
introduccidn de esta especie (Gonzélez-Lorca et al., 2015). Estudios realizados con un marcador de sexo
para esta especie (Male Marker), indican ademas que en las islas del Pacifico sélo se encuentran
individuos femeninos, a excepcion del archipiélago de Hawai, donde se encontraron ambos sexos
(Penailillo et al., 2016).

Por otra parte, los analisis de muestras contemporaneas de B. papyrifera con SSRs, han encontrado
diversidad genética en las muestras provenientes de Oceania, sugiriendo diferencias entre poblaciones
de Polinesia Oriental y Polinesia Occidental (Olivares, 2016). Ademas, con estos marcadores se
confirmé la presencia de mas de una poblacion de esta especie en Hawai, reafirmando los resultados
obtenidos con ISSR y Male Marker (Pefailillo et al., 2016).

Es preciso sefialar que la evaluacién de la diversidad genética de B. papyrifera en Oceania Remota a
partir de material contemporaneo provee informacién sobre la diversidad genética actual de las
poblaciones en estudio, lo cual no necesariamente refleja su diversidad genética en el pasado. El uso de
material antiguo, ya sea proveniente de herbarios o de objetos que actualmente se encuentran en
colecciones en museos, puede entregar informacion sobre las poblaciones pasadas. Dado que la morera
de papel ha desaparecido localmente en algunas islas, mientras que otras son de muy dificil acceso, es

de gran interés realizar estudios material antiguo de B. papyrifera.
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El trabajo realizado por Payacén (2015) presenta la diversidad genética de B. papyrifera en las islas del
Pacifico a partir de muestras de herbarios, utilizando los marcadores moleculares ITS-1, la region Male
Marker, y siete marcadores de SSR (Payacan, 2015). Conjuntamente, tanto los SSR como el marcador
de sexo demostraron que algunas muestras de herbario antiguas poseen caracteristicas genéticas distintas
a las que se habian descrito hasta la fecha en muestras contemporaneas, lo cual fue un hallazgo de gran
interés. Ejemplo de ésto es el hallazgo de cuatro indivuos masculinos en Polinesia, provenientes de las

Islas Marquesas y de las Islas Australes.

El estudio genético de herbarios complementa el estudio realizado en hojas contemporaneas de B.
papyrifera, sin embargo, permite acceder hacia el pasado solamente hasta el momento de la toma misma
de la muestra. Es decir, las muestras mas antiguas posibles de obtener corresponden al periodo cuando
se produjo el contacto europeo (siglo XVI11), cuando se crearon las primeras colecciones de herbarios
con especies vegetales del Pacifico. Por otra parte, no existen muestras de herbarios de todas las islas de
la Polinesia, lo que impide hacer un estudio genético exhaustivo de las poblaciones de B. papyrifera en

el Pacifico.

Dada su importancia en el @ambito social y religioso, y a su amplia produccion y utilizacién en el Pacifico,
el estudio genético de muestras de tapa de los siglos XVIII, XIX y principios del siglo XX, es un
novedoso modelo de estudio para inferir movimientos migratorios humanos, comportamientos agricolas

y sociales de las poblaciones polinésicas.

1.6 Estudio de piezas de tapa antigua como fuente de ADNa para el estudio de
poblaciones antiguas de B. papyrifera.

Los textiles de corteza, eran heredados de generacidn en generacion, y al ser un simbolo de riqueza y
poder, se conservaban en las familias por mucho tiempo. Ademas, fueron materiales etnograficos de
interés para los europeos que los colectaron o recibieron como regalos en sus viajes por Oceania en el
siglo XVIII, y por lo que actualmente se encuentran en diversas colecciones del mundo. Por estos
motivos, los textiles de tapa antigua pueden entregar informacién genética de las poblaciones de B.
papyrifera presentes en Oceania de tiempos incluso anteriores a los primeros contactos con los europeos,
y anteriores a la toma de las primeras muestras para herbarios. El estudio de las piezas de tapa antigua
exhibidas en diferentes museos en el mundo prometen ser una fuente de ADNa para estudios moleculares
y caracterizacion genética de B. papyrifera especialmente interesante. El aspecto cultural de estos
textiles, (que no poseen los herbarios) hace que la caracterizacidn genética de muestras de tapa

contribuya una arista histérico-genética nueva no explorada hasta la fecha en estos textiles. Ademas,
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contribuira a poner en valor a cada ejemplar de estas mismas colecciones. Sin embargo, la pregunta que
cabe hacerse entonces es ¢(Es posible obtener ADN a partir de tapa antigua y caracterizarlo mediante

marcadores moleculares?

Las referencias mas cercanas que tenemos respecto a la extraccion de ADNa a partir de matrices tan
complejas, es el citado ejemplo de extraccion de ADNa a partir de los maderos de un barco que estuvo
sumergido durante casi cuatro siglos, del cual se logré obtener una secuencia de 74 pb de ADN de
cloroplasto (Speirs et al., 2009); y el trabajo de Poulakakis et al., 2007 en el que se reportd la extraccion
de ADNa a partir de pergaminos griegos de los siglos X111-XVI 'y se amplificé una pequefia secuencia
del gel de la citocromo b, que permiti6 idenficar la especie animal a partir del cual fue elaborado cada
pergamino (Poulakakis et al., 2007).

Sin embargo, la obtencion de ADN de textiles elaborados a partir de las fibras de B. papyifera, sélo se
ha reportado por nuestro grupo (Moncada et al., 2013). En este trabajo se utilizaron muestras de tapa
contemporaneas de diferentes islas del Pacifico, y se informo la extraccion de ADN de un tamafio
suficiente para la amplificacion de secuencias de aproximadamente 300 pb de la region ITS-1 y de
fragmentos de aproximadamente 400 pb correspondientes a SSRs nucleares. Este es el inico antecedente
de extraccion de ADN a partir de este tipo de matriz. No deja de ser sorprendente gque sea posible obtener
ADN de este material, pues como se menciond anteriormente, el proceso de elaboracion de estas piezas
textiles incluye un proceso mecanico de golpes y un proceso quimico en algunas islas del Pacifico que

corresponde a la fermentacion de las cortezas en agua de mar durante unos dias.

En resumen, se poseen los siguientes antecedentes:

v Es posible obtener ADNa a partir de matrices complejas, como por ejemplo, maderos de barcos
hundidos (Speirs et al., 2009) y pergaminos del siglo XII1 (Poulakakis et al., 2007).

v' Es aconsejable utilizar marcadores moleculares de secuencia corta (<500 pb) para caracterizar
genéticamente ADN antiguo.

v Se ha reportado la caracterizacion existosa de ADNa a partir de muestras de herbario de B.
papyrifera utilizando marcadores moleculares de secuencias cortas, como la region ITS-1, el
marcador de sexo Male Marker, y siete microsatélites.

v Se ha reportado la extraccién de ADN a partir de tapa contemporanea, obteniéndose secuencias

(<400 pb) identificadas como provenientes de B. papyrifera.
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Dado que es posible obtener fragmentos de aproximadamente 400 pb a partir de tapa contemporéanea,
los marcadores méas adecuados para la caracterizacion genética de material de tapa etnogréfica antigua
son el marcador ITS, el marcador de sexo Male Marker y marcadores de microsatélites. Dado que se ha
informado que el marcador ITS-1 se puede utilizar como DNA barcoding, es decir, que permite
identificar la especie vegetal de la cual se origina el material genético analizado, se puede utilizar este
marcador para verificar que las fibras utilizadas para la elaboracion de estas piezas textiles provienen de
B. papyrifera (Wang et al., 2015). Por otra parte, estos marcadores fueron utilizados anteriormente por
nuestro grupo para caracterizar muestras contemporaneas y de herbario de B. papyrifera, lo que permitira
integrar estos resultados con los datos obtenidos de material de tapa etnogréfica antigua.

En base a estos antecedentes, se proponen las siguentes hipdtesis:
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2 Hipotesis

1.- Es posible extraer y caracterizar ADN de textiles etnogréaficos (tapa) antiguos mediante la region

ITS-1 para identificar la especie vegetal utilizada como fuente de fibra.

2.- Es posible caracterizar ADN de B. papyifera aislado a partir de textiles etnogréficos antiguos (tapa)
mediante un marcador de sexo y marcadores de microsatélites, para aportar a la comprensién general de

la dispersién antropica de esta especie en Oceania Remota.

3 Objetivos

3.1 Objetivo General.

Aislar y caracterizar ADN de muestras de textiles etnograficos (tapa) antiguos mediante marcadores
moleculares y comparar las caracteristicas genéticas de los textiles elaborados a partir de B. papyrifera
con los datos de muestras contemporaneas y de herbario, con el fin de aportar a la comprension general

de la dispersion antropica de esta especie en Oceania Remota.

3.2 Objetivos Especificos.
1. Determinar las condiciones de extraccion y analisis de muestras de prueba de tapa

contemporanea.

2. Extraer y evaluar la obtencién de material genético a partir de muestras etnogréaficas de tapa
antigua, determinar su amplificabilidad e identificar la especie de origen de la fibra mediante el

andlisis de la region ITS-1.

3. Caracterizar material genético obtenido de textiles elaborados a partir de B. papyrifera mediante

un marcador de sexo y 10 SSR.

4. Extraery caracterizar ADN de muestras de herbario de B. papyrifera provenientes de las mismas

islas o islas cercanas de las tapas de la coleccidn.

5. Integrar los resultados obtenidos del analisis de las muestras de tapa con los de muestras de
herbario y la informacién disponible de muestras contemporaneas analizadas con los mismos
marcadores, para aportar a la comprension de la dispersion antropica de esta especie en el

Pacifico.
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4 Materiales y Métodos.

4.1 Materiales.
4.1.1 Reactivos e insumos generales.

Bioline (Singapore): EasyLadder | (Cat. #B10-33045).
Biotium Inc. (Hayward, California, E.E.U.U.): GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10.000X (Cat.
#41002).

Fermelo Biotec (Santiago, Chile): Agarosa Lafken p.a. (Cat. #FER/00A200).

Kapa Biosystems (Boston, Massachussetts, EEUU): KAPA HiFi HotStart PCR Kit (Cat.
#07958897001).

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

Merck (Darmstadt, Alemania): Cloroformo p.a., etanol p.a., alcohol isoamilico p.a., Extran® MA 01

alcalino.

Promega® (Madison, Wisconsin, E.E.U.U.): DNA polimerasa GoTaq® Flexi (Cat. #M8295), dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Cat. #U1330), estandar de peso molecular de ADN A/Hind III (Cat.
#G171A).

Quiagen (Hilden, Alemania): MinElute PCR Purification Kit (Cat. #28004)
Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, E.E.U.U.): CTAB p.a., BSA (Cat. #A4503).

USBiological (Swampscott, Massachussets, E.E.U.U.): Tris-base (Grado USP), EDTA (Grado Biologia

Molecular), acido borico (Grado Biologia Molecular).

Thermo Scientific (Pittsburgh, Pensilvania, E.E.U.U): Tampdn de carga 6X (Cat. #R0611, estandar de
peso molecular de ADN 1 kb plus (Cat. #SM1331). Placas negras de poliestireno Nunc™ F96
MicroWell™ (Cat. #237108).

Vetec Analytical Reagents (Toluca, México): Cloruro de sodio p.a.

4.1.2 Soluciones y Amortiguadores.

Cloroformo: Alcohol isoamilico 24:1 v/v.

Cloruro de sodio (NaCl) 5 M.
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Etanol 70% y 76%.

Tampon de extraccion método modificado de Lodhi (CTAB 2%, Tris-HCI 100 mM pH 8, NaCl 1,4 M,
EDTA 20 mM pH 8 y B-mercaptoetanol 1%).

Tampon TBE 5X (Tris base 445 mM, acido bérico 445 mM y EDTA 10 mM pH 8). Solucién de trabajo
dilucién 0,5X.

Solucién stock de BSA a 5mg/mL, preparada en NaCl 100 mM.

4.1.3 Equipos.

Bafio termorregulado Haake® modelo K15 DCL.
Barfio seco VWR® analog heat block.
Espectrofotometro UV-Visible NanoDrop™ 2000.
Termociclador Techne® TC-512.

Termociclador GeneAmp® PCR System 2700.
Termociclador Thermo® Hybaid Px2.
Transiluminador Ultra Lum® UVB-20.

Lector Multi-Modal Sinergy MX, BioTek.

Centrifuga Hettich®-Zentrifugen Mikro 22R, rotor 1153.

4.1.4 Material Biolégico

4.1.4.1 Material de tapa de prueba.

Se utilizaron seis muestras contemporaneas provenientes de las islas de Tonga, Samoa, Marquesas, Isla
de Pascua y Hawai. En el Anexo | se indica el cddigo de la muestra y la informacion disponible relativa

a la isla de origen y el afio de manufacturacion.
4.1.4.2 Material de textiles etnogréaficos y arqueologicos.

Para la realizacion de esta tesis se dispuso de 17 muestras de tapa etnografica antigua, provenientes de

piezas de tapa de colecciones de museo y colecciones personales. Las dimensiones de las muestras varian
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desde 5 cm x 5 cm a pequefias tiras de fibra de menos de 1 cm por lado, como se aprecia en la Figura
3.

Las muestras BQUCHTEO01 y BQUCHTEO003-BQUCHTEOQ10 proceden de colecciones de museo (B.P.
Bishop Museum y Honolulu Museum of Arts, Hawai, EE.UU.), y las muestras BQUCHTEOQ02 y
BQUCHTEO011 proceden de la coleccién privada de T. Allen.

Las muestras BQUCHTEO013-BQUCHTEOQ17 provienen de un contexto arqueoldgico y fueron
encontradas en el afio 2007 en la isla de Agakauitai, cercana a Mangareva, la isla principal del
archipiélago de las islas Gambier y actualmente se encuentran en el Musée de Tahiti et des Tles, en
Papeete, Tahiti, Polinesia Francesa. Segun el analisis de datacion, su fecha de elaboracion es
aproximadamente entre los afios 1760-1810, lo cual corresponde a un periodo de pre-contacto europeo

para esa isla (Seelenfreund et al., 2016).

ool

10

BQUCHTEO001 BQUCHTEO002 BQUCHTE003 BQUCHTEO004 BQUCHTE005
Isla de Pascua (?) Hawai Hawai Nueva Guinea Hawai
1980-1990
§ :
it 3
™ AR \ 5 ‘W 4
‘ = . [ ]
- =)
' : i -é 2 Al = 2
BQUCHTFOOB BQUCHTEOO7 BQUCHTEO008 BQUCHTEO09 BQUCHTEO10 BQUCHTEO11
Hawai Fiji Fiji Hawai Hawai ?
1970
y |
1
§ g |
5 ‘ . § E ‘
l{ i 2 ‘ = u:
BQUCHTEO12 BQUCHTEO13 BQUCHTEO14 BQUCHTEO1S BQUCHTEO16 BQUCHTEO17
Samoa Agakauitai Agakauitai Agakauitai Agakauitai Agakauitai
1880-1900 1760-1810 1760-1810 1760-1810 1760-1810 (corteza)

Figura 3. Fotografias de las 17 muestras de textiles etnograficos (tapa) utilizadas en esta tesis. En la figura
se indica el codigo, la isla de procedencia, y en algunos casos el afio aproximado de manufacturacion.

En la Tabla 1 se indica el codigo de las muestras analizadas en esta tesis, y la informacion disponible

en la etiqueta de cada una de ellas, como la isla de procedencia, el afio aproximado de manufacturacion.
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Tabla 1. Muestras de textiles etnogréaficos (tapa) antiguos analizados en esta tesis. Cédigo de la muestra, isla
de procedencia, afio de manufacturacién y etiqueta de la muestra.

- Afio de .
Cddigo Isla elaboracion Etiqueta
Bishop Museum D. 2228 Cordage from
?
BQUCHTEO001 Isla de Pascua (?) S.I. Easter Island? Tapa Cloth
BQUCHTEQ02 Hawai S.I. Bishop Museum cat #2494 Hawaiian
BQUCHTE003 Hawai (?) Sl Bishop Museum “No water mark™ on
envelop-no number, probably Hawai
. New Guinea 1980-1990
BQUCHTEOQO04 New Guinea 1980-1990 Coll. Tricia Allen
BQUCHTEO05 Hawai S.L. Honolulu Museum of Art, Hawai 622.1
BQUCHTEOQ6 Hawai S.L. Honolulu Museum of Art, Hawai #4121
BQUCHTEO007 Fiji 1970 Fiji 1970 T3
BQUCHTEO008 Fiji S.1. Honolulu Museum of Art, Fiji 2506
BQUCHTEO009 Hawai (?) S.1. Bishop Museum cat #2492
BQUCHTEOQ10 Hawai (?) S.1. Hawai? Sin dato
BQUCHTEO11 Sl S.1. Bishop Museum? Emory collection? T8
BQUCHTEO12 Samoa 1880-1900 Tapa 1880—1990_Amer|can Samoa Coll.
Tricia Allen
BQUCHTEO13 | Agakauital, Archipielago | 4764 49 Tapa Mangareva Bolsa A (5)
Gambier
Agakauitai, Archipielago ) Mangareva-Tapa Bolsa A Museo Tahiti
BQUCHTEO14 Gambier 1760-1810 y las Islas 23/7/14 (3)
BQUCHTEO15 Agaka“'g;'mAbrice?'p'e'ago 1760-1810 | Mangareva Tapa Bolsa B 23/7/14 (4)
BQUCHTEO16 Agaka“'g;'mAbﬁ?'p'e'ago 1760-1810 | Mangareva Tapa Bolsa B 23/7/14 (7)
Adgakauitai. Archipielado Corteza o Astilla de trozo de madera
BQUCHTEO17 g . pietag S.1. cubierta por 'la tapa' funeraria (de bolsa
Gambier (corteza) A) (6)

S.1.: Sin Informacién

4.1.4.3 Material de herbario antiguo.

Para la realizacion de esta tesis se dispuso de una coleccién de 51 muestras de hoja de 49 herbarios de
B. papyrifera, provenientes de localidades de las cuales anteriormente no se poseia material de herbario
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caracterizado. Estas muestras fueron recolectadas entre los afios 1903 y 1985 y fueron facilitados en

préstamo por el Museo Bishop de Hawai. En el Anexo Il se resume la informacion de las muestras de

herbario analizadas en esta tesis.

4.2 Metodologia
4.2.1 Trabajo con muestras de ADNa y toma de muestras de herbario.

4.2.1.1 Cuidados para el trabajo con muestras de tapa etnogréafica antigua y herbario antiguo.

El trabajo con materiales que son fuente de ADNa, como las muestras de tapa etnografica antigua y las

muestras de herbarios utilizadas en esta tesis, requiere de ciertas atenciones y cuidados para evitar la

contaminacion con ADN contemporaneo. La extraccion de ADN se realizo en el laboratorio de ADNa

de la Dra. Elizabeth Matisoo-Smith (Universidad de Otago, Nueva Zelanda), siguiendo los criterios de

trabajo con ADNa publicados por diversos autores (Cooper y Poinar, 2000; Gilbert et al., 2005) en tres

aspectos diferentes: disefio experimental, caracteristicas del laboratorio de ADNa y manipulacion y

trabajo con muestras antiguas.

a)

b)

En el aspecto experimental es crucial la utilizacion de controles de extraccion para verificar que
los reactivos utilizados durante la extraccion no se encuentran contaminados. Deben ser incluidos
también en las reacciones de amplificacion a modo de control, junto con controles negativos de
amplificacion (que consisten en muestras sin templado) con el fin de pesquisar cualquier tipo de
contaminacién en cada uno de los pasos del disefio experimental. Ademas, es importante tener
en cuenta que generalmente la cantidad de muestra disponible para realizar extraccion de ADN
y posteriores analisis genéticos es limitada, por lo que el disefio experimental debe prever la
realizacion de multiples extracciones (en triplicado si es posible) y la optimizacion del uso del
material genético durante el analisis del mismo.

Un laboratorio de ADNa debe encontrarse en un edificio diferente con respecto al lugar donde
se trabaja con ADN contemporaneo y se realizan las reacciones de amplificacion; debe tener un
sistema de presion positiva; un sistema de iluminacion UV y reactivos y equipos dedicados
exclusivamente al trabajo con ADNa (por tanto, no deben haber estado antes en un laboratorio
de ADN contemporaneo).

Entre los cuidados que se debe tener durante el trabajo con muestras de ADNa se destacan: la
necesidad de un cambio de ropay de zapatos antes de ingresar a laboratorio de ADNa, utilizacion

de un overol de trabajo, de mascarilla, red para el cabello y una mascara que cubra todo el rostro;
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trabajo en todo momento con doble guante; y la prohibicion del ingreso de objetos que hayan
estado en contacto con ADN contemporaneo (celular, joyas, reloj, cuaderno de protocolo, etc.).
También es necesario limpiar el &rea de trabajo entre la extraccion de una muestra y otra con una
solucion de cloro y etanol al 76%. Todas estas precauciones son necesarias para evitar la

contaminacion con ADN contemporaneo humano.

Con el fin de obtener ADNa de las muestras en estudio que cumpliera con las caracteristicas sefialadas,
la extraccion de la totalidad de las muestras etnogréficas antiguas de tapa y de las muestras de herbario
se realizo6 en el Laboratorio de ADN antiguo de la Universidad de Otago, Dunedin, Nueva Zelanda bajo
la direccién de la Dra. Elizabeth Matisoo-Smith.

La preparacion de las reacciones de amplificacion por PCR también se realizé en el laboratorio de ADN
antiguo en la Universidad de Otago, agregando los controles positivos contemporaneos de ADN en el
laboratorio de ADN moderno justo antes de iniciar la reaccion de amplificacion de los extractos de ADN
de tapa etnogréafica. Dichos laboratorios se encontraban en edificios fisicamente separados.

Parte de las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en la Universidad de Chile (Santiago,
Chile), las cuales se prepararon en una sala fisicamente separada del laboratorio de Biologia Molecular
(enel cual se trabaja con ADN moderno). Dicha sala (en adelante sala de trabajo de ADNa) esté equipada
con una estacion de trabajo de acrilico con luz UV (prendida previamente durante 20 min antes de su
utilizacion) y un refrigerador para guardar a 4°C las extracciones de ADN realizadas en la Universidad
de Otago. Los reactivos y materiales de laboratorio utilizados para preparar la reaccion de PCR se
dedicaron exclusivamente al trabajo con ADNa. Los controles positivos de ADN moderno se agregaron
en el laboratorio de Biologia Molecular, donde se encuentran los termocicladores para iniciar la

amplificacion. La totalidad de las muestras de herbario se amplificaron en la Universidad de Chile.
4.2.1.2 Protocolo de toma de muestras de material de herbario.

Las 49 muestras de herbario provenientes del Bishop Museum fueron solicitadas formalmente en
préstamo por la investigadora responsable del proyecto FONDECYT en el que se enmarca esta tesis,
siguiendo el protocolo establecido. Estos préstamos se realizaron por medio del Museo Nacional de
Historia Natural (MNHN). Una vez aceptada la solicitud, los ejemplares de herbario del Bishop Museum
fueron enviados al MNHN por un periodo de un afio, a contar de Agosto del 2015. Los ejemplares en

préstamo del Bishop Museum fueron devueltos en la fecha acordada y recibidos en conformidad.

La toma de muestras se realizé en la seccion de botanica del MNHN. En la Figura 4 se muestran las

etapas de este procedimiento, descrito por Payacan (2015):
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1. Cada ejemplar fue fotografiado antes de la intervencion (Figura 4.A). Se observo la disposicion
estética de las hojas del herbario, con el fin de seleccionar la zona desde la cual se tomaria la
muestra. Cada herbario presenta en la esquina superior derecha el codigo del museo; en la
esquina inferior derecha se informa el afio, lugar y recolector de la muestra; en la esquina inferior
izquierda se informa el nombre del taxdnomo que identifico el ejemplar de estudio y la fecha de
dicha identificacion.

2. Para la toma de muestra se seleccionaron zonas del herbario donde las hojas no fueran visibles,
tomando trozos de una superficie no mayor a 1 cm? y que no presentan evidencia de infeccion
por patdégenos. Se tomd muestra en triplicado en todos los casos, excepto en las muestras
BISH58346, BISH58360, BISH58363, BISH8382, BISH58347, de las que se tomb muestra en
duplicado; y en la muestra BISH32928 que se tomd sdlo una replicado. Los herbarios
BISH58357 y BISH58358 tenian dos especimenes en la misma hoja de cartulina, indicando
nombres diferentes para cada uno. De estos herbarios se muestrearon ambos especimenes,
aumentando asi el nimero de muestras de herbarios recogidas de 49 a 51. Para las extracciones
de ADN se utilizo un replicado y se guardaron el segundo y tercer replicado a modo de contra-
muestras.

3. Lazonaintervenida fue indicada y fotografiada (Figura 4.B). Entodos los herbarios intervenidos
se pegaron etiquetas indicando el uso dado a las muestras recolectadas (analisis de ADN), la
fecha de toma de muestra, el nombre de la investigadora responsable del proyecto, las
instituciones involucradas, el nimero de proyecto y el nimero de catalogo interno del proyecto.

4. Se fotografio el ejemplar de herbario luego de la intervencion (Figura 4.C). Las muestras
tomadas se introdujeron en tubos de 1,5 ml estériles y se guardaron en una habitacion separada

de donde se almacenan las muestras contemporaneas.

Figura 4. Protocolo de toma de muestras de herbarios facilitadas por el Bishop Museum y el Museo
Nacional de Historia Natural. El ejemplo presentado corresponde a la muestra BISH58350, proveniente de
Hawai y recolectada por Hatheway, W.H. en el afio 1950. A: Fotografia del herbario antes de la toma de muestra;
B: Fotografia en la cual se indica la zona intervenida del herbario. C: Fotografia del herbario luego de la
intervencion.
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4.2.2 Determinacion de las condiciones de extraccion y analisis de ADN de muestras de

prueba.

4.2.2.1 Optimizacion de la extraccién de ADN a partir de muestras de prueba.

La extraccion de ADN a partir de muestras contemporaneas de tapa se realizé en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile (que se
encuentra fisicamente separado del Laboratorio de Biologia Molecular), con el fin de evitar
contaminacién con ADN contemporaneo de B. papyrifera. Durante todo el proceso de extraccion de
ADN se utiliz6 un overol de trabajo y se tomaron las precauciones anteriormente mencionadas para el
trabajo con ADN antiguo (utilizacion de doble guante, limpieza de las zonas de trabajo con una solucion
cloro y luego etanol al 76%, y la utilizacion de reactivos especialmente dedicados para el trabajo con
tapa contemporanea). En cada extraccion se incluyd un control de extraccion, que consiste en un tubo
que fue procesado siguiendo el mismo protocolo de extraccion de ADN, pero sin agregar muestra de

tapa en el paso inicial.

El protocolo utilizado para la extraccion en muestras de tapa se basa en el método de Lodhi et al. (1994)
modificado segun lo publicado por Moncada et al. (2013). Las modificaciones que se realizaron al
protocolo original correspondieron al aumento de la concentracion de B- mercaptoetanol de 0,1%, a 1%
y la eliminacién del uso de PVP en el tampdn de extraccion. El procedimiento consistio en la separacion
de las fibras del textil mediante la utilizacion de pinzas sobre un mortero autoclavado y lavado con una
solucion de cloro y posteriormente con una solucion de etanol al 76%. Posteriormente se procedio a
empapar las fibras con 800 pL de tampdn de extraccion que contiene CTAB al 2% y B-mercaptoetanol
al 1%, presionando suavemente las fibras sobre el mortero. Las fibras se incubaron durante 20 min, 1 h,
3h,5h,8h,24hy48htanto a 37°C como a 60°C, con el fin de evaluar la temperatura y tiempo éptimo
de incubacion para aumentar el rendimiento de la extraccion. Se procedio a extraer proteinas e impurezas
con 600 pL de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se recuperaron 450 uL de fase
acuosa Yy se afiadieron 225 pL de NaCl 5M. Se precipitaron los acidos nucleicos utilizando 900 uL de
etanol absoluto frio y se dejo a 4°C durante toda la noche. EI ADN precipitado se separé mediante dos
centrifugaciones consecutivas de 3 min cada una, a 3.000 rpm y 6.000 rpm. El precipitado se lavd con
500 uL de etanol 76% mantenido a 4°C, y se centrifug6 finalmente a 6.000 rpm durante 5 min. El etanol
residual se evaporé a 50-55°C en bafio seco. EI ADN obtenido se suspendié en 100 pL de agua MilliQ

autoclavada y se almacend a -20°C. En cada extraccion se incluyé un control de extraccion.
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4.2.2.2 Evaluacién de la integridad del ADN extraido.

La integridad del ADN gendmico obtenido se analizé6 mediante electroforesis en geles de agarosa al
0,8% en tampon TBE 0,5X. Las muestras se cargaron utilizando 5 pL de ADN genomico, 1 pL de
GelRed™ 1:100 y 1 pL de tampdn de carga 6x. Se incluyd 1,5 uL del estandar de peso molecular
GeneRuler™ 1kb plus con 1 pL de GelRed™ 1:100. Los geles se visualizaron en un transiluminador

uVv.

4.2.2.3 Analisis de la concentracién y pureza del ADN obtenido.

42231 Medicién de concentracién de ADN mediante espectrofotometria.

Se evalud la concentracion y pureza del ADN obtenido mediante absorbancia a 260 nm y la razén
A260/A280, respectivamente. Las mediciones se realizaron en un equipo Nanodrop™ 2000 utilizando

1 pL de ADN gendmico.

42232 Medicion de concentracion de ADN mediante fluorescencia.

También se utilizo el reactivo Picogreen®, el componente critico del sistema comercial
Picogreen®dsDNA Assay Kit, agente intercalante de ADN que emite fluorescencia en forma especifica
al unirse al ADN de doble hebra, para determinar la concentracién de ADN. Las mediciones mediante
este sistema se realizaron en el equipo Synergy Mx a una longitud de excitacion de 485 nm y una
longitud de emision de 538 nm, en placas Nunc negras de 96 pocillos con fondo plano. De acuerdo a las
instrucciones del fabricante, se prepard una solucion de trabajo 1:200 diluyendo 1 pL de Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA reagent en 199 pL de amortiguador TE 1X provisto por el fabricante. A cada pocillo
se agregaron 100 uL de solucion de trabajo, 199 uL de amortiguador TE 1Xy 1 uL de ADN gendémico.
La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 2 min y se midié la concentracion de ADN. Para
obtener el valor de concentracion de ADN en ng/uL se resto el valor del blanco a cada valor de
fluorescencia de las muestras, el cual se interpold en la curva de calibracion obtenida para cada conjunto
de lecturas. Finalmente, el valor de concentracion obtenido se multiplicd por el factor de dilucion
empleado (200x). La curva de calibracién se obtuvo con 6 puntos diluyendo el estandar de genoma de

fago A, provisto por el fabricante. (Ver Anexo I11).
4.2.2.4 Analisis del material genético obtenido a partir del material de tapa contemporanea.

42241 Amplificacion de la reqién ITS-1.

Se utilizaron los siguientes partidores: sentido ITS-A (5’-GGA AGG AGA AGT CGT AAC AAG G-
3”) y antisentido ITS-C (5’-GCA ATT CAC ACC AAG TAT CGC-3’). El medio de reaccion consistio
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en 2 uL de ADN gendmico sin diluir, 1X de amortiguador Green GoTaq G2® Flexi Buffer, 2,5 mM de
MgCl2, 0,625 mM de dNTPs, 0,25 uM de cada partidor, I mg/mL de BSA y 0,2 U/mL de enzima GoTaq
G2® Flexi DNA Polymerase (Promega). Como control negativo de amplificacion se uso agua miliQ
estéril. El programa de PCR consisti6 en una desnaturacion inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 40
ciclos de 94°C durante 1 min, 60°C durante 1 min y 72°C durante 1 min, y una extension final a 72°C
durante 7 min. Los amplicones se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% y
visualizaron por tincién con GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain en un transiluminador UV (Moncada et
al., 2013).

42242 Amplificacion del marcador de sexo (Male Marker).

Se utilizo los partidores y el protocolo disefiado por Pefiailillo et al. (2016) para la PCR duplex en la
cual se obtienen dos amplicones de 420 pb y 273 pb utilizando el partidor sentido MMF (5°- AGC CCT
TTG GAT CGC GAC TTA GAA-3’) y los partidores antisentido MMRS18 (5°- TGT CAA CGT CAT
CAT CGT CGT CGT-3") yMMRL (5’- CTG GAC AAG ACC AACTTT GAATCC G-3’). Elamplicon
de 420 pb se obtiene utilizando los partidores MMF — MMRL, fragmento comUn tanto para especimenes
femeninos y masculinos. EIl amplicon de 273 pb se obtiene utilizando los partidores MMF-MMRS18,
fragmento que se obtiene exclusivamente en individuos masculinos. (Pefailillo et al., 2016). EI medio
de reaccion consistié en 3 uL de ADN genomico sin diluir, el amortiguador Green GoTaq G2® Flexi
Buffer 1X, 2,5 mM de MgCly, 0,625 mM de dNTPs, 0,5 uM de partidor sentido, 0,25 uM de partidor
antisentido MMRS18, 0,25 uM de partidor antisentido MMRL, BSA Img/mL y 0,125 U/mL de ADN
polimerasa GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase en un volumen final de 20 uL. Como control negativo de
amplificacion se uso agua miliQ estéril. EI programa de PCR consistié en una desnaturacion inicial a
94°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min y 72°C durante 1
min, seguido por una extension final 72°C durante 7 min. Los amplicones se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,5% Yy visualizaron por tincién con GelRedTM Nucleic Acid Gel

Stain en un transiluminador UV (Payacén, 2015).

42243 Amplificacion de Microsatélites (SSR)

Se utilizaron siete marcadores de SSR de los diez disponibles para la realizacidén de esta tesis, que se
detallan en el Tabla 2. Los marcadores escogidos para esta primera aproximacion fueron: Bro 08, Bro
15, Bropap 02214, Bropap 2801, Bropap 20558, Bropap 26985 y Bropap 30248. Las reacciones de PCR
se realizaron usando un partidor sentido, en cuyo extremo 5’ se incorpord una region conservada de 18
pb del fago M13 (denominada cola M13), a la que se uni6 un partidor universal de M13 marcado con
un fluoréforo (6-FAM-5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3") de acuerdo a Schuelke (2000),
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permitiendo visualizar el producto de PCR generado mediante electroforesis capilar. EI medio de
reaccion consistio en 2 pL de ADN gendmico sin diluir, 1X de amortiguador Green GoTaq G2® Flexi
Buffer, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,125 uM de partidor sentido, 0,5 uM de partidor sentido
M13, 0,5 uM de partidor antisentido, BSA 1 mg/mL y 0,125 U/pL de enzima GoTag G2® Flexi DNA
Polymerase en un volumen final de 20 uL. Como control negativo de amplificacion se utilizé agua
milliQ estéril. El programa de PCR consisti6 de dos etapas: (i) desnaturacion inicial a 95°C durante 15
min, seguido de 30 ciclos de 95°C durante 30 s, 55°C (o 56°C, dependiendo del microsatélite) durante
45 sy 72°C durante 45 s, (ii) 8 ciclos de 95°C durante 30 s, 53°C durante 45 s, 72°C durante 45 sy una
extension final de 72°C durante 30 min. Los amplicones se separaron mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1,5% en amortiguador TBE 0,5X y visualizaron por tincion con GelRed™ Nucleic Acid
Gel Stain (Payacan, 2015).

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas de los SSR disponibles para la realizacion de esta tesis.

Motivo Temperatura | Rango de
Marcador repetido de tamano Secuencia de partidores
P apareamiento (pb)
PS: 5°- TAG ACC CAC CTC CCA AAC AG-3’
Bro 08 (TC)1r 55 °C 205-243
PA:5’- ATT CGG AGG CAT CTG AGA GA-3’
PS: 5°- CCG TAG CGA TCT TCC AGA AA-3’
Bro15 | (CAAA)p 56°C 166-240
PA:5’- AAA GAA ATG GCG GAA ATG TG-3’
Bropap PS: 5°- GAC ATC TCA TAA AAT GTT TAA ATC CAG-3’
(AC)11 56°C 137-199
02801 PA:5’- AAT TGC CCT GTA GCA TTC CG-3
Bropap PS: 5°- CGG AAG AGA GAG ATT ACA AAC TAG C-3’
(GA)10 55°C 230-274
02214 PA:5’- ACT TGA CCA TTC TAA GCA AGA CC-3’
Bropap PS: 5°- TCC ACC ATC CAA CGA TGA AG-3’
(TAT), 55°C 218 — 243
20558 PA: 5°- GGG CTA AAC TAC CTT GTC CG-3’
Bropap PS: 5°- AGA ATC ACC ACT CTC CCT TGG-3’
(TG)12 56°C 176 — 244
26985 PA: 5°-TGG TTT GCT TCA TTC AAA AAG TG-3’
Bropap PS: 5°- AGA GCA GGG CAA GCA ATA TC-3’
(GA)14 56°C 95-175
30248 PA: 5°- GGT CAT CCATTT GTC TGA ACC TC-3’
PS:5'- GCT TTC TGT ACC CCC AA ATG - 3'
Bro 07 (TC)2 55 °C 200-295
PA:5'-TTC TTT AGC TCG AGG GCG TA - 3'
PS: 5'- AGA GAG GGA CAA CAT CAA CGA - 3'
Bro 13 (GA)s 55°C 239-250
PA:5'-TGG TCT GTG ACC CAT TTCTTC - 3'
Bropap PS: 5'- TCA CAC TTA CAC ACG GAG GG - 3'
(GA)w4 55°C 176-274
25444 PA: 5'- GGT ACG TAA TTC CCA CCA CC - 3'
PS: Partidor sentido PA: Partidor antisentido
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4.2.2.5 Andlisis de datos.

42251 Andlisis de las secuencias de ITS-1.

Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. (Seul, Corea). Las secuencias se
analizaron y editaron con el programa Bioedit Sequence Alignment Editor v7.2.3 (Hall, 1999).
Posteriormente, se alinearon utilizando el método Clustal W (Thompson et al., 1994) incluido en el
software CLC Sequence Viewer.

42252 Analisis del marcador de sexo Male Marker.

La tipificacion de sexo se realiz6 mediante una inspeccion visual de los amplicones. Las bandas que se

separaron por medio de electroforesis de geles de agarosa al 1,5% se fotografiaron bajo luz UV.

Se tipifico como individuo femenino al observar una Unica banda a 420 pb, mientras que se tipifico como

individuo masculino cuando se observaron dos bandas de 420 pb y 273 pb.

42253 Analisis de microsatélites (SSR).

Los amplicones obtenidos se enviaron a analisis de electroforesis capilar (Departamento de Ecologia de
la Pontificia Universidad Catolica de Chile). Los electroferogramas se visualizaron con el programa

Peak Scanner™ v1.0 (Applied Biosystems) y el tamano de los alelos se registrd en tablas Excel.

4.2.3 Extraccion de ADNa a partir de muestras etnograficas de tapa antigua vy

determinacion de su amplificabilidad mediante 1TS-1.

4.2.3.1 Extraccion de ADN a partir de muestras de tapa etnografica antigua.

La extraccion de ADN a partir de las muestras de tapa etnografica antigua se realizé en el Laboratorio
de ADN antiguo de la Universidad de Otago segun el protocolo anteriormente descrito en el punto
4.2.2.1, incluyendo algunas modificaciones: las fibras se incubaron con 1000 pL tampo6n de extraccion

durante toda la noche a 60°C en agitacidn. En cada extraccion se incluyd un control de extraccion.

Se realizaron tres extracciones de ADN de las muestras de aquellas en que fue posible hacer triplicados
(algunas muestras eran tan pequefias que sélo fue posible realizar una Unica extraccion). Se trabajo
tomando en cuenta todas las exigencias mencionadas anteriormente en el punto 4.2.1.1 para el trabajo

con materiales fuente de ADNa.

El procedimiento consistid en la separacion de las fibras del textil mediante la utilizacion de pinzas sobre
un mortero autoclavado y lavado con una solucion de cloro y posteriormente con una solucién de etanol
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al 76%. Posteriormente se procedié a empapar las fibras con 1000 pL de tampon de extraccion,
presionando suavemente las fibras sobre el mortero. Las fibras se incubaron durante toda la noche a
60°C. Se procedio a extraer proteinas e impurezas con 800 puL de una mezcla de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1), se recuperaron 500 L de fase acuosa y se afiadieron 250 puL de NaCl 5M. Se
precipitaron los &cidos nucleicos utilizando 900 pL de etanol absoluto frio y se dej6 a 4°C durante toda
la noche. EI ADN precipitado se separé mediante dos centrifugaciones consecutivas de 3 min cada una,
a3.000 rpmy 6.000 rpm en microcentrifuga. El precipitado se lavo con 500 pL de etanol 76% mantenido
a4°C, y se centrifugé finalmente a 6.000 rpm durante 5 min. El etanol residual se evapor6 a 50-55°C en
bafio seco. EI ADN obtenido se suspendié en 100 pL de agua MilliQ autoclavada y se almacen6 a -20°C.

4.2.3.2 Evaluacion de la integridad del ADN extraido.

La integridad del ADN gendmico obtenido se analizd mediante electroforesis en geles de agarosa al
0,8% en tampdon TBE 0,5X, segun lo descrito en el punto 4.2.2.2.

4.2.3.3 Analisis de la concentracion y pureza del ADN obtenido.

42331 Medicion de concentracion de ADN mediante espectrofotometria.

Se evalud la concentracion y pureza del ADN obtenido mediante absorbancia a 260 nm y la razon
A260/A280, respectivamente. Las mediciones se realizaron en un equipo Nanodrop™ 2000 utilizando

1 uL de ADN gendmico.

42332 Medicion de concentracion de ADN mediante fluorescencia.

Se utilizo el sistema comercial Picogreen®dsDNA Assay Kit, segun el protocolo descrito anteriormente
en el punto 4.2.2.3.2. Para obtener el valor de concentracion de ADN en ng/uL se resto el valor del
blanco a cada valor de fluorescencia de las muestras, el cual se interpold en la curva de calibracion
obtenida para cada conjunto de lecturas. Finalmente, el valor de concentracion obtenido se multiplico

por el factor de dilucion empleado (200x).

4.2.3.4 Amplificacion de la region 1TS-1

La amplificacion de este marcador en extractos de ADN de muestras de tapa etnogréafica antigua se
realizdé tanto en la Universidad de Otago como en la Universidad de Chile, utilizando diferentes
polimerasas y programas para la reaccién de PCR. Los partidores utilizados fueron los mismos en ambos
casos: sentido ITS-A (5’-GGA AGG AGA AGT CGT AAC AAG G-3’) y antisentido ITS-C (5’-GCA
ATT CAC ACC AAG TAT CGC-3").
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42341 Amplificacion de la reqién ITS-1 en la Universidad de Otago:

La mezcla de PCR consistio en 2 pL. de ADN genomico sin diluir, 4 pL. de 5X KAPA HiFi Buffer, 0,5
mM de MgClz, 0,625 mM de dNTPs, 0,25 uM de partidor sentido, 0,25 uM de partidor antisentido,
1U/rx de KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase y agua grado Biologia Molecular para completar un
volumen final de 20 pL. El programa de PCR utilizado fue el recomendado por el fabricante, que
consistid en una desnaturacion inicial a 95°C de 3 min, 40 ciclos de 98°C durante 20 s, 60°C durante 15
Sy 72°C durante 20 s, seguido de un paso de extension final a 72°C durante 1 min. Los amplicones se
separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en tampon TAE al 1% y se tifieron
utilizando el colorante para &cidos nucleicos Gel Red.

4.2.34.2 Amplificacion de la reqién ITS-1 en la Universidad de Chile:

El medio de reaccion consistio en 2 uL. de ADN genomico sin diluir, 1X de amortiguador Green GoTaq
G2® Flexi Buffer, 2,5 mM de MgCly, 0,625 mM de dNTPs, 0,25 uM de cada partidor, 1 mg/mL de BSA
y 0,2 U/mL de enzima GoTaq G2® Flexi DNA Polymerase. Como control negativo de amplificacion se
uso agua miliQ estéril. El programa de PCR consistio en una desnaturacion inicial a 94°C durante 5 min,
seguido de 40 ciclos de 94°C durante 1 min, 60°C durante 1 min 'y 72°C durante 1 min, y una extension
final a 72°C durante 7 min. Los amplicones se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al
1,5% en tampon TBE 0,5% Yy se visualizaron por tincién con GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain en un
transiluminador UV (Moncada et al., 2013).

42343 Analisis de las secuencias de ITS-1.

Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. (Seul, Corea). Las secuencias se
analizaron y editaron con el programa Bioedit Sequence Alignment Editor v7.2.3 (Hall, 1999).
Posteriormente, se alinearon utilizando el método Clustal W (Thompson et al., 1994) incluido en el

software CLC Sequence Viewer.
4.2.3.5 Purificacion de los ADN obtenidos.

Se purificaron los extractos de ADN obtenidos de tapa antigua que no se lograron amplificar mediante
ITS-1 utilizando el sistema comercial MiniElute PCR Purification Kit de Quiagen. Para esto se siguio
el protocolo recomendado por el fabricante. La purificacion se realizo en la Sala de Trabajo de ADNa,
utilizando reactivos destinados exclusivamente para el trabajo con ADNa. Los extractos de ADN de tapa
antigua que fueron identificados mediante la region ITS-1 como secuencias de B. papyrifera se

analizaron con el marcador de sexo Male Marker y con diez marcadores de microsatélites SSR.
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4.2.4 Determinacion de la amplificabilidad del material genético obtenido a partir de tapa

antigua y caracterizacion utilizando un marcador de sexo y 10 SSR.

4.2.4.1 Redisefio y amplificacion de la region del Marcador de Sexo (Male Marker):

El marcador de sexo disefiado en nuestro laboratorio (Pefiailillo et al., 2016) consiste en la amplificacion
de dos fragmentos de 420 pb y 273 pb en una PCR duplex. El amplicén de 420 pb es comin tanto para
especimenes femeninos y masculinos, mientras que el amplicon de 273 pb se obtiene exclusivamente en

especimenes masculinos.

Debido a la alta degradacion del ADN obtenido a partir de muestras de tapa contemporanea y a las
dificultades para amplificar esta region, se redisefio este marcador de manera de obtener amplicones mas
pequefios. Para esto se tomaron en cuenta los partidores disefiados por Pefiailillo et al. (2016) y el analisis
bioinformatico realizado por Fuentes (2015) del marcador de sexo. El redisefio consistié principalmente
en el reposicionamiento de los partidores MMF y MMRL, sin modificar la secuencia del partidor
MMRS18, disefiado para la amplificacion diferencial del fragmento pequefio exclusivo para
especimenes masculinos. La estrategia consistié en ubicar zonas de la secuencia del marcador de sexo
que son altamente conservadas entre individuos femeninos y masculinos, provenientes tanto de la zona
nativa como de la zona introducida. Como resultado de este analisis, se escogieron tres zonas para el
disefio de 6 partidores: 3 de ellos para la hebra sentido y 3 para la hebra antisentido, con lo que se
obtuvieron 6 nuevas combinaciones de partidores (Figura 5). La secuencia de los partidores redisefiados

se encuentran en el Anexo V.

Male Marker MMF
MMRS18
420ph Q¢ MMRL
273p8
Combinacion 1 Combinacion 2
MMF Fw_Bpl RC_RS18
Rev_Bpl MMRS18 MMRL
272pb 300pb @
136pb Q 165 pb &
Combinacion 3 Combinacion 4
MME Fw_Bp2 RC_RS18
- -
Rev_Bp2 MMRSI18 MMRL
73pb 5 280pb @ &
164 pb e W
Combinacion 5 Combinacion 6
MMF Fw_Bp3  RC_RS18
Rev Bp3 MMRSIS MMRL
273phd 276pb @
170pbQ@ & 165 pb O

Figura 5: Esquema de las seis combinaciones nuevas para la amplificacion del marcador de sexo.
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El medio de reaccion para la combinacion escogida (combinacion 2) para amplificar muestras de tapa
antigua consistio en 3 pL de ADN genomico sin diluir, el amortiguador Green GoTaq G2® Flexi Buffer
1X, 2,5 mM de MgCly, 0,625 mM de dNTPs, 0,5 uM de partidor sentido BP2 FW, 0,25 uM de partidor
antisentido MMS18 RC, 0,25 uM de partidor antisentido MMRL, BSA 1 mg/mL y 0,125 U/mL de
ADN polimerasa GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase en un volumen final de 20 pL. Como control
negativo de amplificacion se us6 agua miliQ estéril. EI programa de PCR consistio en una desnaturacion
inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min 'y 72°C
durante 1 min, seguido por una extension final 72°C durante 7 min. Los amplicones se separaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% y visualizaron por tincién con GelRedTM Nucleic
Acid Gel Stain en un transiluminador UV (Payacén, 2015).

4.2.4.2 Amplificacion de diez microsatélites (SSR)

Con el fin de integrar los datos obtenidos de tapa mediante SSR con los datos disponibles en el
laboratorio de muestras contemporaneas, se analizaron un total de diez marcadores de SSR para el

andlisis de tapa antigua, correspondientes a los diez marcadores indicados en la Tabla 2

El medio de reaccién y el protocolo de amplificacion se realizaron segun lo indicado en el punto 4.2.2.4.3

para la amplificacion de SSR en muestras de prueba.

4.2.4.3 Analisis de datos.

42431 Analisis del marcador de sexo.

La tipificacion de sexo se realizd mediante una inspeccion visual de los amplicones. Las bandas que se

separaron por medio de electroforesis de geles de agarosa al 1,5% se fotografiaron bajo luz UV.

Se tipificé como individuo femenino al observar una Unica banda a 300 pb, mientras que se tipificO como

individuo masculino cuando se observaron dos bandas de 300 pb y 165 pb.

42432 Analisis de microsatélites (SSR).

Los amplicones obtenidos se enviaron a analisis de electroforesis capilar (Departamento de Ecologia de

la Pontificia Universidad Catdlica de Chile).

Los electroferogramas se visualizaron con el programa Peak Scanner™ v1.0 (Applied Biosystems) vy el

tamafio de los alelos se registro en tablas Excel.
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4.2.5 Extraccion y caracterizacion de ADN de herbario de B. papyrifera.

4.2.5.1 Extraccion de ADN a partir de muestras de herbario antiguo.

La extraccion de ADN a partir de las muestras de herbario antiguo se realizé en el Laboratorio de ADN
antiguo de la Universidad de Otago segun el protocolo de Payacan (2015), aumentando el volumen de
tampon de extraccion utilizado (de 800 pL a 1000 uL) y aumentando el tiempo de incubacién con el

tampon de extraccion de 20 min a una incubacion durante toda la noche a 60°C con agitacion.

El procedimiento consisti6 en la disgregacién y molienda de las muestras de herbario en el tampén de
extraccion en un mortero autoclavado y lavado con una solucién de cloro y posteriormente con una
solucion de etanol al 76%. Se agregaron 1000 pL de tampdn de extraccion y luego de traspasar el
contenido a un tubo de microfuga de 2 mL, se incubd el extracto durante toda la noche a 60°C. Se
procedio a extraer proteinas e impurezas con 800 uL de una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1), se recuperaron 500 pL de fase acuosa y se afiadieron 250 pL de NaCl 5M. Se precipitaron los
acidos nucleicos utilizando 900 pL de etanol absoluto frio y se dejo a 4°C durante toda la noche. El
ADN precipitado se separdé mediante dos centrifugaciones consecutivas de 3 min cada una, a 3.000 rpm
y 6.000 rpm. EIl precipitado se lavd con 500 uL de etanol 76% mantenido a 4°C, y se centrifugo
finalmente a 6.000 rpm durante 5 min. El etanol residual se evapor6 a 50-55°C en bafio seco. EI ADN

obtenido se suspendio en 100 puL de agua MilliQ autoclavada y se almaceno a -20°C.

4.2.5.2 Evaluacién de la integridad del ADN extraido.

La integridad del ADN gendmico obtenido se analizd mediante electroforesis en geles de agarosa al

0,8% en tampdon TBE 0,5X, como se menciona en el punto 4.2.2.2.

4.2.5.3 Analisis de la concentracion y pureza del ADN obtenido.

42531 Medicién de concentracién de ADN mediante espectrofotometria.

Se evalud la concentracion y pureza del ADN obtenido mediante absorbancia a 260 nm y la razéon
A260/A280, respectivamente. Las mediciones se realizaron en un equipo Nanodrop™ 2000 utilizando

1 uL de ADN gendmico.

42532 Medicién de concentracion de ADN mediante fluorescencia.

Se utilizo el sistema comercial Picogreen®dsDNA Assay Kit, segun el protocolo descrito anteriormente
en el punto 4.2.2.3.2. Para obtener el valor de concentracion de ADN en ng/uL se resto el valor del

blanco a cada valor de fluorescencia de las muestras, el cual se interpolé en la curva de calibracion

31



obtenida para cada conjunto de lecturas. Finalmente, el valor de concentracion obtenido se multiplico

por el factor de dilucion empleado (200x).
4.2.5.4 Analisis genético mediante marcadores moleculares del ADN obtenido a partir de herbario.

42541 Amplificacion de la reqién ITS-1:

Los amplicones utilizados fueron sentido ITS-A (5-GGA AGG AGA AGT CGT AAC AAG G-3") y
antisentido ITS-C (5’-GCA ATT CAC ACC AAG TAT CGC-3). El medio de reaccion y el programa
de PCR fue el mismo que se utiliz6 para el analisis de tapa etnogréfica antigua mediante el kit GoTaq
G2® Flexi (punto 4.2.4.1.2).

42542 Amplificacion de la reqién del Marcador de Sexo (Male Marker):

Para la tipificacion de las muestras de herbario, se utilizo el protocolo descrito por Pefiailillo et al. (2016)
(ver seccidn 4.2.2.4.2). Las muestras que no lograron ser tipificadas con este ensayo, fueron tipificadas
con el ensayo redisefiado de Male Marker (ver seccion 4.2.4.3). Los amplicones se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,5% y visualizaron por tincion con GelRedTM Nucleic Acid Gel

Stain en un transiluminador UV (Payacan, 2015).

42543 Amplificacion de Microsatélites (SSR):

Se utilizaron los diez marcadores de microsatélites SRR utilizados para el analisis de tapa antigua para
el estudio de muestras de herbario (Bro 07, Bro 08, Bro 13, Bro 15, Bropap 02214, Bropap 02801,
Bropap 20558, Bropap 25444, Bropap 26985 y Bropap 30248), segun el protocolo indicado en el punto
4.2.4.4. La secuencia de los partidores utilizados, incluyendo su temperatura de apareamiento se detalla
en la Tabla 2.

4.2 5.5 Analisis de datos.

El anlisis de las secuencias obtenidas mediante la amplificacion de la region ITS-1 se realiz6 segun lo
indicado en el punto 4.2.2.5.1. El analisis de los perfiles electroforéticos obtenidos mediante el ensayo
del marcador de sexo se realizd segun lo descrito en el punto 4.2.2.5.2, mientras que el andlisis de los

amplicones obtenidos mediante el analisis de 10 SSR se realiz6 segun lo detallado en el punto 4.2.2.5.3.
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5 Resultados.

5.1 Determinacion de las condiciones de extraccién y andlisis con distintos
marcadores moleculares en tapa contemporanea.

Como una primera aproximacion experimental para el trabajo con muestras de tapa etnografica antigua,
se ensay0 y optimizo el protocolo de extraccion de ADN y de andlisis con marcadores moleculares

usando seis muestras de tapa contemporanea.

5.1.1 Extraccion y cuantificacion de ADN a partir de tapa contemporanea.

Se realizaron tres extracciones exitosas de cada una de las muestras de prueba (BQUCHTEO1S,
BQUCHTEO019, BQUCHTE020, BQUCHTE021, BQUCHOTE22, BQUCHTE022) utilizando el
método modificado de Lodhi et al. (1994) publicado por Moncada et al. (2013), incubando las muestras
con el tampon de extraccion durante 20 min a 60°C. En la Figura 6 se presenta un gel de agarosa al
0,8% que en que se observa un bandeo difuso de ADN que esta altamente degradado para todas las

muestras. Los carriles de los controles de extraccion no presentan este bandeo.
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Figura 6: Andlisis de integridad de ADN gendmico de la tercera extraccion de muestras contemporaneas
de tapa. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% teflido con GelRed. C.E: controles de extraccion.

Los resultados de la determinacion de la concentracion y pureza de ADN de las muestras mediante
absorbancia a 260 nm y la razén 260/280, indicaron que la concentracion de ADN vari6 en un rango
entre 2,2 y 292,4 ng/uL, mientras que las razones de pureza variaron entre 1,02 y 6,43. La determinacion
de la concentracion de ADN mediante el agente intercalante PicoGreen indic6 que concentraciones de

ADN que fluctuaron entre 0 ng/uL y 21,1 ng/uL (ver Anexo V).

33



Las primeras dos extracciones se realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular, tomando las
precauciones necesarias para evitar contaminacion cruzada con ADN contemporaneo y entre las
muestras (cambio de guantes luego de la manipulacién de cada muestra, limpieza con cloro, etc.). Aln
asi, los controles de extraccion de las dos primeras extracciones resultaron contaminados, determinado
mediante la cuantificacion de los controles de extraccion por espectrofotometria y fluorimetria (Anexo
V).

La tercera extraccion se realiz6 utilizando un overol de laboratorio en el Laboratorio de Microbiologia,
maximizando ademas las medidas precautorias para evitar contaminacién con ADN moderno. La
cuantificacion de ADN mediante espectrofotometria y fluorimetria indicaron valores negativos para los
controles de extraccion de la tercera extraccion (Anexo V). Estos resultados indican que es posible
extraer ADN a partir de muestras de tapa contemporanea, obteniéndose ADN de bajo peso molecular
debido al alto nivel de degradacion del mismo, confirmando asi lo publicado anteriormente por Moncada
et al. (2013).

5.1.2 Efecto de la temperatura vy tiempo de incubacion con el tampodn de extraccion en el

rendimiento de extraccion.

Con el fin de determinar el efecto de la temperatura y el tiempo de incubacion de la muestra con el
tampdn de extraccion en el rendimiento de la extraccion, se realizaron dos cinéticas en que las muestras
se incubaron con el tampon de extraccion durante 20 min, 1 h, 3 h, 5 h, 8 h, 24 h 'y 48 h tanto a 37°C

como a 60°C (Figura 7). Se incluyd un control de extraccion en cada tiempo de incubacion.
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Figura 7. Comparacion del andlisis de ADN gendmico de una muestra contemporanea de tapa obtenido a
diferentes temperaturas de incubacion. A. Curva obtenida a 37°C B. Curva obtenida a 60°C. Electroforesis
en gel de agarosa al 0,8%.
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Ambas curvas se obtuvieron de muestras extraidas en el Laboratorio de Microbiologia utilizando s6lo
la muestra BQUCHTEO19. Con fines comparativos, en estos experimentos se procur6 pesar la misma
cantidad de tapa para cada muestra (10 mg). La cuantificacion de los extractos de ADN de tapa mediante

absorbancia y fluorimetria se resume en el Anexo VI. En la Figura 8 se presentan estos datos como
grafico de barras.
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Figura 8. Rendimiento de la extraccion de ADN evaluada a diferentes tiempos y temperaturas de extraccion.

A. Rendimiento de extraccion de ADN segln cuantificacion a 260 nm mediante absorbancia. B. Rendimiento de extraccion
de ADN segun cuantificacion mediante reactivo Picogreen.

Como se observa en la Figura 8, la incubacion por un periodo de ocho 0 méas h permite obtener una
mayor cantidad de ADN con respecto a la incubacion de 20 min, tiempo que hasta este punto se utilizaba
en el protocolo original de Moncada et al. (2013). En la Tabla 3 se observa que a mayores tiempos de

incubacion con el tampon de extraccion, la razon 260/280 mejora con respecto a la incubacion con 20
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min. Por otra parte, la incubacion a 60°C permite la extraccion de mayor cantidad de ADN que una
incubacion a 37°C a tiempos mayores de 8 h de incubacion con el tampon de extraccion, como se observa
en la Figura 8. Cabe destacar que el estudio del efecto tanto del tiempo de incubacién con el tampdn de
extraccion como el estudio del efecto de la temperatura en la incubacién con el tampon de extraccion se

realiz6 sélo una vez, por lo que no fue posible realizar un estudio estadistico sobre los datos obtenidos.

Tabla 3. Razon de absorbancia 260 nm/ 280 nm a diferentes temperaturas y tiempos de incubacion.

Tiempo | Temperatura Pureza
incubacién O (260nm/280nm)
. 37 1,68
20 min

60 1,7
37 1,65

1h
60 1,8
37 1,71

3h
60 1,52
37 1,73

5h
60 1,55
37 1,87

8h
60 1,98
37 1,91

24 h
60 1,88
37 1,8

48 h
60 1,95

Estos datos permitieron optimizar el protocolo de extraccién de ADN a partir de tapa. En adelante, las
extracciones de ADN a partir de muestras etnograficas de tapa se realizaron a 60°C incubando con el

tampdn de extraccidn durante toda la noche (més de 8 h).

5.1.3 Analisis del material de tapa contemporanea con distintos marcadores moleculares.

Para evaluar la amplificabilidad del ADN extraido desde el material de prueba se usaron nueve
marcadores moleculares. Estos corresponden a la region nuclear ITS-1 de ADNr, el marcador de sexo

para B. papyrifera denominado “region Male Marker” y siete marcadores de microsatélites.

5.1.3.1 Evaluacion de la amplificabilidad de la region ITS-1.

La amplificacion del ADN obtenido durante las primeras dos extracciones (incubacion a 60°C durante

20 min) fue exitosa para las seis muestras de tapa contemporanea. Sin embargo, la presencia de bandas
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en los controles de extraccion confirmé la presencia de ADN contaminante detectado anteriormente
mediante absorbancia y fluorimetria. La cuantificacion de los controles de la tercera extraccion, realizada
en el Laboratorio de Microbiologia, no indicé la presencia de ADN en los controles de extraccion. Sin
embargo, la presencia de bandas en estos controles luego de la amplificacion de la regién ITS-1, también
indica la presencia de ADN contaminante (Figura 9).

Los amplicones obtenidos se enviaron a secuenciar a Macrogen, obteniéndose secuencias legibles para
todos ellos. El analisis y visualizacion de los electroferogramas se realizd en el software BioEdit 7.1.3.0
y se analizaron mediante la herramienta BLAST para corroborar si la zona de ITS-1 amplificada
corresponde a la de B. papyrifera. Las secuencias obtenidas a partir de la amplificacion de la region ITS-
1 corresponden a B. papyrifera, sugiriendo que el ADN contamiante proviene de B. papyrifera o que

realmente las piezas se manufacturaron a partir de fibras de esta especie (Ver anexo VII).
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Figura 9. Amplificacion de la region ITS-1 a partir del ADN obtenido de muestras de tapa contemporanea.
Las muestras CE1 y CE2 corresponden a los controles de extraccién 1y 2, respectivamente. La muestra C.N.
Agua corresponde al control negativo de PCR. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

El trabajo de Seelenfreund et al. (2011) reporté que todas las muestras provenientes de las islas de
Oceania Remota comparten un polimorfismo que consiste en una transversién de G a T en la posicion
relativa 203 de la region ITS-1, distinguiéndolas de las muestras asiaticas. El alineamiento de las
secuencias obtenidas mostro que las secuencias analizadas presentan la transversion de G a T (variante
polinésica), lo que coincide con la procedencia informada de estas piezas. EI CE2 presentd también el
polimorfismo polinésico, en cambio el CE1 presenté una doble sefial en la posicién polimorfica

(resultados no mostrados).
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Se analiz6 también otro sitio polimorfico (Olivares, 2016), que indica en la posicion relativa 99 una
transversion de C a T en muestras masculinas de Hawai y una muestra de China. Este polimorfismo no
se detect6 en la muestra de tapa contemporanea proveniente de Hawai analizada en esta tesis, ni en las

demas muestras de tapa contemporanea.

Con el fin de verificar que los controles de extraccion de las muestras extraidas para la realizacion de
las curvas a 37°C y 60°C se encontraban libres de contaminacion, se amplificaron los controles de
extraccion junto con la muestra BQUCHTEO019, utilizada a modo de control positivo. Cabe destacar que
al analizar los controles de extraccién en geles de agarosa al 0,8% no se observa ADN (Figura 6). Sin
embargo, como se aprecia en la Figura 10, la mayor parte de los controles de extraccion presenta
contaminacién, aun después de cambiar el lugar de realizacién de las extracciones (Laboratorio de
Biologia Molecular al de Microbiologia), de cambiar los reactivos utilizados y tratar de extremar las

medidas para evitar contaminacion.

Estos resultados confirman la necesidad de realizar las extracciones de ADN de las muestras antiguas

de tapa en un laboratorio de ADN antiguo, para evitar la contaminacion con ADN moderno.
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Figura 10. Amplificacion de la region ITS-1 de los CE realizados durante las cineticas de extraccion a 37°C
y 60°C. C.E: Control de Extraccion, C.N. Agua: Control negativo de PCR. Electroforesis en gel de agarosa al
1,5%.

5.1.3.2 Evaluacion de la amplificabilidad del marcador de sexo (Male Marker).

En esta PCR duplex se obtienen dos amplicones, uno de 420 pb que se obtiene utilizando los partidores
MMF - MMRL, fragmento comun para individuos femeninos y masculinos; y otro amplicén de 273 pb
obtenido con los partidores MMF — MMRS18 que amplifica exclusivamente en individuos masculinos
(Penailillo et al., 2016).
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Las amplificaciones con este marcador del producto de las primeras tres extracciones presentaron
amplicones para las seis muestras de tapa contemporanea, pero al igual que con el marcador ITS-1, las
amplificaciones indican presencia de contaminacion en los controles de extraccion, incluyendo ademas
los controles de extraccion de las dos cinéticas realizadas en el Laboratorio de Microbiologia (Figura
11). El tamafio de las bandas amplificadas no corresponde a lo esperado respecto de los controles del
mismo ensayo. Por estas razones no fue posible tipificar las muestras analizadas con este marcador como
femeninas o masculinas. Dado que el objetivo fundamental de la tesis no esta centrado en el anélisis de

muestras de tapa contemporanea, no se insistio en este analisis.
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Figura 11. Amplificacion de la regiébn Male Marker a partir del ADN obtenido de muestra de tapa
contemporéanea. La muestra BQUCH137 corresponde a un control positivo masculino que presenta una doble
banda (de 420 pb y de 273 pb). La muestra BQUCHZ139 corresponde a un control positivo femenino que debe
presentar una banda a 421 pb. C.E: Control de Extracciéon. H,O: Control negativo de PCR. Electroforesis en gel
de agarosa al 1,5%.

En la Figura 11 se observa que la muestra BQUCHTEOQ18 no presenta amplificacion de ninguna de las
dos bandas predichas. Esto lleva a suponer que el ADN presente en esta muestra se encuentra con tal
grado de degradacién que imposibilita la amplificacion de fragmentos superiores a 300 pb. Se plantea
el re-disefio de este ensayo para la amplificacion de fragmentos méas pequefios, permitiendo asi la

amplificacion y la tipificacién de muestras con ADN altamente degradado.
5.1.3.3 Evaluacion de la amplificabilidad de microsatélites

Se amplificaron las seis muestras de tapa contemporanea con siete marcadores de SSR. La presencia de
bandas en los controles de extraccion en algunos casos nuevamente indica la presencia de ADN
contaminante. A modo de ejemplo, en la Figura 12 se presenta la electroforesis de un gel de agarosa al
1,5% de la amplificacion del marcador Brol5, que no presentd amplificacion en los controles de

extraccion.
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Figura 12. Amplificacion del marcador SSR Bro 15 utilizando ADN obtenido a partir de tapa moderna.
C.E: Control de Extraccion. H,O: Control Negativo de la reaccion de PCR. Electroforesis en gel de agarosa al
1,5%.

A modo de ejemplo, en la Figura 13 se presenta el analisis y asignacion de los alelos:
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Figura 13. Electroferogramas del marcador Bro 08 en muestras de tapa contemporénea. Imagenes adaptadas
de electroferogramas mostrados por el programa Peak Scanner v1.0. Se sefiala el codigo identificador, localidad
de origen y genotipo identificado de cada muestra en el electroferograma correspondiente. Las sefiales
identificadas como alelos poseen un recuadro que sefiala sus tamafios. La linea punteada en rojo indica el genotipo
comun encontrado en muestras polinésicas con este marcador. Este marcador presentd tres alelos para las muestras
BQUCHTE 018 y BQUCHTE 020.
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En la Tabla 4 se encuentra un resumen de los alelos encontrados en las seis muestras de tapa
contemporanea analizadas con siete marcadores SSR. En general, las muestras presentan alelos y
genotipos detectados anteriormente tanto en muestras contemporaneas, como de herbario de B.
papyrifera. Se utilizé un cddigo de colores para el analisis de los alelos encontrados. Las muestras
BQUCHTEO018, BQUCHTEO020, BQUCHTEO021 presentaron mas de 2 alelos en los marcadores Bro 08,
Bro 15 y Bropap 2801 (celdas de color ), lo que sugiere la presencia de mas de un individuo de B.

papyrifera en dichas muestras. No se logré amplificacion en todos los casos.

Se identificaron siete alelos (alelos indicados en color rojo) y cuatro genotipos (celdas en color )
que no se habian detectado anteriormente en muestras contemporaneas ni de herbario de B. papyrifera.
Por ejemplo, la muestra BQUCHTEQ19 presenta genotipos esperados para seis de los marcadores de
SSR utilizados para el analisis, sin embargo, en el marcador Bropap 30248 exhibe un genotipo que no
se habia detectado anteriormente. Por otra parte, la muestra BQUCHTEO023 presenta alelos y genotipos
no esperados para individuos de B. papyrifera provenientes de las Islas Marquesas. Los marcadores Bro
08, Bro 15 y Bropap 30248 presentan alelos detectados anteriormente, pero no los genotipos esperados
(celdas de color celeste). Por otra parte, los marcadores Bropap 02214 y Bropap 02801 indican alelos
no observados anteriormente en muestras contemporaneas, ni de herbario. Ademas, en cuatro muestras
se encontraron alelos observados anteriormente en muestras de B. papyrifera, pero no en las localidades

de las cuales provienen las muestras (alelos indicados en color verde en la Tabla 5).

Tabla 4. Resumen de los alelos encontrados en las seis tapas contemporaneas analizadas con los siete SSR

Muestra Localidad Bro 08 Bro 15 Borzozp&p %"208%8‘1‘3 BZBOS%ZD Bzr609%a£13p ngozaasp
BQUCHTE 018 | Tonga | 221/223/225 | 229/233 N.A N.A. NA. | NA. N.A.
BQUCHTE 019 | Samoa 2211225 2201233 | 260/268 | 168/191 | 236/240 | 196/199 | 108/112
BQUCHTE 020 | Hawéi | 221/223/225 | 229/233 N.A. | 168/188/197 | 236/240 | 193/199 | 108/108
BQUCHTE 021 F',jscﬂz N.A. 229/233/240 | N.A. 162/162 NA | NA | 108108
BQUCHTE 022 ;,jscﬂz 221/225 229/233 N.A. 166/166 NA | NA | 108108
BQUCHTE 023 “g:;?g:s‘(%il 221/221 220/229 | 238/238 | 180/180 N.A. | 225/225 | 108/110

Aa:Alelos no observados anteriormente en muestras contemporaneas ni herbario de B. papyrifera.

Aa: Alelos detectados anteriormente en muestras contemporaneas y de herbario de B. papyrifera, pero no en las localidades
de las cuales proviene la muestra de tapa analizada.

N.A.: No amplifico.
: Marcadores que sugieren que la muestra fue elaborada con individuos genéticamente diferentes.
: Genotipos no observados anteriormente en muestras contemporaneas, ni de herbario de B. papyrifera.
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En resumen, los resultados obtenidos indican que es posible extraer y amplificar ADN proveniente
de muestras de tapa contemporanea con los marcadores moleculares ITS y SSR. El anlisis
mediante SSR ademas indica la presencia en muestras de tapa contempordnea de alelos no
detectados anteriormente en material contemporaneo ni de herbario de B. papyrifera. Los
resultados también indican que es necesario redisefiar los partidores del marcador de sexo Male

Marker para amplificar fragmentos méas pequefios.

5.2 Extraccion de ADNa a partir de muestras etnograficas de tapas antiguas y
evaluacion de su amplificalidad mediante el marcador ITS-1.

5.2.1 Extraccion y cuantificacion de ADN a partir de tapa antiqua.

La extraccion de ADN a partir de las piezas de tapa antigua se realizo segun el protocolo de Moncada
et al. (2013) en el Laboratorio de ADN antiguo de la Universidad de Otago, Dunedin, Nueva Zelanda
con modificaciones para mejorar el rendimiento de la misma (optimizacion realizada en material de tapa
contemporanea). En la Figura 14 se presenta un gel de agarosa al 0,8% en el que se cargd ADN obtenido
de las 17 piezas de tapa antigua, observandose para todas las muestras un alto nivel de degradacion. No

se observa ADN en los controles de extraccion (C.E.).
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Figura 14. Analisis de los resultados de la primera extraccion de ADN a partir de piezas etnograficas de tapa. La
muestra BQUCHA41 corresponde a ADN moderno extraido a partir de hojas contemporéneas de B. papyrifera. C.E.= Control
de Extraccion. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%.
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La mayoria de las piezas se extrajeron en triplicado (BQUCHTEO004, BQUCHTE007, BQUCHTEOQOS,
BUCHTEO11, BQUCHTEO12, BQUCHTEO13, BQUCHTEO014, BQUCHTEO15, BQUCHTEOQ16 y
BQUCHTEOQ17), cinco piezas se extrajeron en duplicado (BQUCHTE002, BQUCHTEOQO3,
BQUCHTEOQ06, BQUCHTEO009 y BQUCHTEO10) y dos piezas se extrajeron solo una vez, debido a que
se contaba con poco material de partida (BQUCHTEO01 y BQUCHTEQOQ5).

Las extracciones a partir de piezas de tapa etnogréfica antigua presentaron concentraciones de ADN en
un rango entre 4,2 'y 94,8 ng/uL de ADN (Anexo V111). En la mayoria de los casos, los rendimientos de
extraccion indican que fue posible obtener mas de 100 ng de ADN/mg de tapa, segun la lectura por
absorbancia a 260 nm. La cuantificacion mediante el reactivo Picogreen indica concentraciones de ADN
negativas para la mayoria de las muestras, lo que refleja la dificultad de obtener ADN a partir de este
tipo de matriz (resultados no mostrados). La razon 260 nm/280 nm de estas extracciones en general se

encuentra fuera del rango 6ptimo (1,7-2,0).

5.2.2 Evaluacion de la amplificabilidad de la region ITS-1.

Las diferentes extracciones de una misma pieza de tapa se indican en adelante mediante un sufijo
correspondiente al nimero de extraccion. A modo de ejemplo, BQUCHTEO04 E1, BQUCHTEOQ04 E2
y BQUCHTEOQ04_E3 indican las muestras de las extracciones uno, dos y tres, respectivamente de la
pieza BQUCHTEQO4.

Utilizando el sistema comercial KAPA HiFi HotStart PCR Kit se evalud la amplificabilidad de la region
ITS-1 de las extracciones 1 y 2 de ADN de muestras de tapa etnografica antigua. Se logro amplificar la
region ITS-1 en 14 de las 17 muestras. Las extracciones de la pieza BQUCHTEO004 amplificaron
exitosamente en cada ensayo realizado. Por otra parte, no fue posible detectar amplificacion de las
extracciones de las piezas BQUCHTE006, BQUCHTE008 y BQUCHTEQ17 en ningun ensayo. A modo

de ejemplo, en la Figura 15 se muestra la amplificacion de la segunda extraccion de tapas antiguas.

Los 16 amplicones obtenidos se secuenciaron consiguiéndose secuencias legibles para todas las
muestras, excepto para las muestras BQUCTEO01 E1, BQUCHTEO002 E1 y BQUCHTEO13 EL1.
Mediante la herramienta BLAST se identificaron 10 amplicones como secuencias de B. papyrifera,
provenientes de 9 piezas diferentes de tapa etnografica. EI amplicon obtenido de la muestra
BQUCHTEO11 E1 se identifico como Impatiens sp con un 98% de identidad, mientras que el amplicon
la muestra BQUCHTEOQ15 E se identifico como Solanum lycopersicum (tomate) con un 99% de
identidad (Ver Anexo 1X). En este anexo se presenta el detalle de las especies identificadas mediante la

secuenciacion de la region ITS-1 amplificada de todos los amplicones obtenidos en esta tesis.
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Figura 15. Amplificacion de la region ITS-1 mediante KAPA HiFi HotStart PCR Kit a partir del ADN
obtenido de la segunda extraccion de muestras de tapa antigua. La muestra 82 corresponde a ADN de hoja
contemporanea de B. papyrifera cargado como control positivo C.E: Control de Extracciéon. H,O: Control
Negativo de la reaccion de PCR. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

Se evaluo también la amplificabilidad de la region ITS-1 de las extracciones 1, 2 y 3 de ADN de muestras
de tapa etnogréafica antigua utilizando el sistema comercial enzima GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase.
Se obtuvo amplificacion de la region ITS-1 en 14 de las 17 muestras con este sistema comercial. Al igual
que con el primer protocolo, sélo las extracciones de la pieza BQUCHTEOQ04 amplificaron en cada
ensayo realizado y las extracciones de las piezas BQUCHTE006, BQUCHTE008 y BQUCHTEOQ17 no

pudieron ser amplificadas en ningun ensayo.

De los 20 amplicones obtenidos se consiguieron secuencias legibles para todas las muestras, excepto
para las muestras BQUCTEO010 E2 y BQUCHTEO14 E3. Las secuencias obtenidas se analizaron
mediante BLAST identificandose seis amplicones como secuencias de B. papyrifera. Se encontraron
secuencias de especies no identificadas anteriormente, entre las que se encuentran Triticum sp.,

Aspergillus sp., Lagenaria sicararia sp., Leontodon sp., entre otras (Anexo 1X).

Con el fin de aumentar el nimero de muestras amplificadas y analizadas mediante ITS-1, se purificaron
los extractos de ADN obtenidos de tapa antigua que no se lograron amplificar mediante este marcador
0 que presentaban coloracion. Se purificaron 29 muestras, de las cuales 20 lograron ser amplificadas.
De las 19 secuencias legibles obtenidas, seis fueron identificadas como secuencias de B. papyrifera. El
resto de las secuencias se identificaron como Sporobolus sp., Helianthus sp., Citrus maxima, Cipressus

sp., entre otras especies (Anexo 1X).
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5.2.2.1 Analisis de sitios polimdrficos de las secuencias de ITS-1.

Enla Tabla 5, se resumen los polimorfismos encontrados en la posicion relativa 203 de las 22 secuencias
identificadas como B. papyrifera, tanto en su secuencia sentido como antisentido. Las dos Gltimas letras
en el nombre de la muestra indican el lugar de la amplificacién de la muestra: OA = amplificacion
realizada en la Universidad de Otago; BM = amplificacién realizada en el laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad de Chile; P= amplificacion realizada en el laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad de Chile luego de purificar la muestra.

El andlisis del sitio polimdrfico relativo 203 se realiz6 con éxito en gran parte de las secuencias, sin
embargo, las secuencias BQUCHTEO12 E1 OAy BQUCHTEO13 E1 OA no se tipificaron debido al
alto ruido de fondo de los electroferogramas. Por otra parte, las muestras BQUCHTEOOS5 _E1_OA,
BQUCHTEO09 E1_OA, BQUCHTEO14 E1 OA y BQUCHTEO016 _E2 BM sélo lograron ser
tipificadas mediante el andlisis de la secuencia ITS-C (antisentido). El resto de las muestras se tipificaron
exitosamente, presentando la gran mayoria de las muestras una doble sefial en el sitio relativo 203, siendo
predominante la sefial de la variante polinésica por sobre la asidtica. Las muestras
BQUCHTEOQ05_E1 OA (Hawai) y BQUCHTEO07_E3 P (Fiji) presentaron una doble sefial de igual
intensidad en este sitio polimorfico. Es importante tener en cuenta que es probable que cada pieza de
textil fue elaborada a partir de corteza de mas de un individuo de B. papyrifera, lo que podria explicar

la doble sefial en este sitio polimdrfico.

Las muestras BQUCHTEO005 E1 BM, BQUCHTEO07_E3 BM, BQUCHTE010 E1 OA,
BQUCHTEO12 E3 P y BQUCHTEOQ016 E2 BM presentaron claramente la variante polinésica en sus
secuencias, resultado esperado considerando las localidades de las cuales provienen estas piezas (Hawai,
Fiji, Hawai, Samoa y Agakautai, respectivamente). Cabe destacar que solo en dos casos se detectaron
diferencias en el analisis realizado en la Universidad de Otago y el Laboratorio de Biologia Molecular
de la Universidad de Chile. Esto ocurri6 en las muestras BQUCHTEQ05 y BQUCHTEOQ07, puesto que
en el analisis de la muestra BQUCHTEOOQ5 (Hawai) se obtuvo una doble sefial en este sitio polimérfico
en un laboratorio, mientras que en el otro laboratorio se identificd claramente la variante polinésica. En
la muestra BQUCHTEQO7 (Fiji) se observé una doble sefial en la muestra analizada en la Universidad
de Otago (con predominancia de la variante polinésica); en la muestra analizada en la Universidad de
Chile se observd claramente la variante polinésica; por otro lado se observd una doble sefial de igual

intensidad cuando se purifico esta muestra.
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Tabla 5. Variante encontrada en la posicion relativa 203 de las secuencias identificadas como B. papyrifera
en la region ITS-1.

Muestra Procedencia | Sentido | Polimorfismo
f ITS-A T>G
BQUCHTEOO03 E2_OA Hawai TSC AsSC
Nueva ITS-A T>G
e Guinea ITS-C A>C
Nueva ITS-A T>G
BOUICITIE0S [22 O Guinea ITS-C A>C
Nueva ITS-A T>A
BQUCHTEOQ04 E1_BM . ST A
Nueva ITS-A T=A
BQUICIITIEN0R [22 i Guinea ITS-C A>C
Nueva ITS-A T=A
e Guinea ITS-C A>C
. ITS-A -
BQUCHTEOQO05 _E1_OA Hawai TSC C=A
L ITS-A T
BQUCHTEQ05_E1_BM Hawai TS-C A
ITS-A T
BQUCHTEO007_E2_OA Fiji Tec ASC
ITS-A T
BQUCHTE007_E3 BM Fiji T c X
ITS-A T=G
BQUCHTEO007_E3 P Fiji Toc e
ITS-A G
BQUCHTE008 E1_P Fiji TsC c
BQUCHTE009 E1 OA | Hawai (?) ITS-A -
- = ) ITS-C C>A
. ITS-A T
?
BQUCHTEO10 E1 OA Hawai (?) TSC A
- ITS-A G
BQUCHTEOQ010 E2 P Hawai ITS-C ASG
BQUCHTE012_E1_OA |  Samoa s -
ITS-A G
BQUCHTEO12 E2 P Samoa ITS-C C
ITS-A T
BQUCHTEO12 E3 P Samoa ITS-C A
. ITS-A -
BQUCHTEO13 E1 OA | Agakautai TSC -
BQUCHTEO14 E1 OA | Agakautai |—HoA -
= 9 ITS-C A>C
. ITS-A G
BQUCHTEOQ15 E2 P Agakautai TSC C
BQUCHTEO16 E2 BM | Agakautai —>A -
=S ITS-C A

Por otra parte, las muestras BQUCHTEO08 E1 P, BQUCHTEO12 E2 P, BQUCHTEO015 P
presentaron la variante asiatica en sus secuencias. Cabe mencionar que la pieza BQUCHTEO012 fue
tipificada como polinésica mediante el andlisis de la muestra BQUCHTEO12 E3 P. La pieza
BQUCHTEQO08 proviene de la Isla de Fiji, la pieza BQUCHTEOQ12 de Samoa y la pieza BQUCHTEO015

del sitio arqueoldgico en el archipiélago de Mangareva (Agakautai). Segun lo informado por
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Seelenfreund et al. (2011) era de esperar encontrar la variante polinésica y no la variante asiatica en

estas piezas.

Se analiz6 también el polimorfismo detectado en la posicidn relativa 99 (Olivares, 2016) en todas las
secuencias en las que fue posible hacerlo, no detectandose la transicion de C a T en las secuencias de
ITS-1 obtenidas.

Posteriormente al analisis de los electroferogramas, las secuencias identificadas como secuencias de B.
papyrifera, se alinearon utilizando el algoritmo Clustal W presente en el programa CLC sequence viewer
7. En la Figura 16, se presenta el alineamiento de algunas de estas secuencias. Cabe destacar que en las
secuencias que presentaron doble sefial en la posicion relativa 203, s6lo se indica una de las sefiales

detectadas, correspondiente a la sefial predominante o mayoritaria.

BQUCH 137
BQUCHTEOO2Z_E2_OT
BQUCHTEOD4_E1_BM
BOQUCHTEODS_E1_BM
BOQUCHTEODY_E3_BM
BQUCHTEODE_E1_PU
BQUCHTEDDY_E1_OT
BQUCHTEO10_E2_PU
BQUCHTENMZ_E3_FU
BQUCHTEO3_E1_OT
BOUCHTED14_E1_0OT
BQUCHTEOS_E2_PU
BQUCHTEO16_E2_BM

Consensus

100

1
CEBEBBCTTTT
GEEBBcTTTT
CEEBBCTTTT
------ EERE
CEBEBBCTTTT
CEBEBBCTTTT
-BEBBcTTIT
CEBEBBCTTTT
CEEBEBCTTTT

CEBEBBCTTTT
GEEBBcTTTT

BccccBEEBEG
BccccBEBEG
BccccBEEBEG
BccGeEEEBEG
BccccBEEEG
EccGGEEEBEG
BccccBEBEG
EccGGEEEBEG
BccccBEBEG
- -cGGEBBBG
-ceccBEREC
BccccBEEBEG
BccccBEEEG

120

1
cEccEBEcCGE
cBccBEEcCE
cBccEBBECGE
cEccEBECCE
cBccBBECGE
cEccEBECCE
cBccBEBGGs
cEccEBECCE
GEccEHECGE
GEBKGERERGE
cBccEBEEBccM
cEBccEBECGE
cBccBEBccE

\4

BEcCTEEEcTT
BEcTEBEGTT
BEcTEEBcTT
EEcCTEEEcTT
BEcTEEBcTT
EECTEEEcTT
BEcTVBBGTT
EEcCTEEEcTT
BEcTEEE:TT
BEcTYBBcTT
BEEcTHEEEcTT
BEcCTEEEcTT
BEcTHEBEGTT
CCGTACCETT

140

1
ciETETRRTT
GITTITTEETT
ciTTETRRTT
GITTTTRETT
ciTTETRRTT
GETTTTRRTT
GITTTTRITT
GETTTTRETT
GITTTTERTT
GWITTTTRTT
GIETTTRRTT
ciFTETRRTT
GTITTTTEBETT

GCACCGTTTT CGGGGCCCCG GCGGCACGGC GTTTTTCCTT

1005
Consenvation
[}

Figura 16. Alineamiento de las secuencias obtenidas de la region ITS-1 de ADN de tapas antiguas. La punta
de flecha indica el polimorfismo en la posicion relativa 203.

En resumen, los resultados obtenidos en la Universidad de Otago revelan que es posible extraer ADN
proveniente de muestras de tapa etnogréaficas antiguas. También qued6 en evidencia que es indispensable
trabajar en un laboratorio especializado de ADN antiguo para obtener material genético libre de

contaminacion de ADN contemporaneo.

Ademas, demuestran que es posible determinar la especie de la cual proviene la fibra para la
elaboracién de piezas de tapa antigua. El estudio de la region ITS-1 indica ademas que mediante
el analisis del polimorfismo en la posicion relativa 203 es posible determinar si las fibras de B.

papyrifera utilizadas para la elaboracion de tapa presentan la variante asiatica o polinésica.
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5.3 Caracterizacion genética de textiles elaborados a partir de B. papyrifera
mediante un marcador de sexo y diez SSR

Para caracterizar los textiles que se identificaron como elaborados a partir de B. papyrifera se usaron 11
marcadores moleculares. Estos corresponden a un marcador de sexo para B. papyrifera denominado

“region Male Marker” y diez marcadores de microsatélites.

5.3.1 Optimizacion, evaluacion y caracterizacion de la amplificabilidad de un marcador

de sexo (Male Marker).

Como se planted en la seccion 5.1.3.2., dado la alta degradacién del ADN obtenido a partir de muestras
de tapa, se redisefio el ensayo del marcador de sexo Male Marker que se utiliza en el laboratorio de
manera de obtener amplicones mas pequefios como productos de la PCR. El redisefio del ensayo
consistio principalmente en el disefio de seis nuevos partidores, de modo que fue posible obtener seis
nuevos productos de amplificacion, como se observa en la Figura 5 de Materiales y Métodos. En la
Figura 17 se presenta un gel de agarosa al 1,5%, en que se muestra la amplificacion de prueba de las 6

nuevas combinaciones de partidores producto del redisefio de este ensayo.
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Figura 17. Ensayo de amplificacion de las diferentes combinaciones para el redisefio del ensayo del
marcador de sexo. Las muestras BQUCH137 y BQUCH140 corresponden a ADN de plantas controles,
contemporaneas de B. papyrifera tipificadas visualmente como masculina y femenina, respectivamente; C.N.
Agua: Control negativo de amplificacién. A: Ensayo de Male Marker optimizado por Pefiailillo et al. (2016). B:
Ensayo de Male Marker utilizando combinacion 1. C: Ensayo de Male Marker utilizando combinacion 2. D:
Ensayo de Male Marker utilizando combinacién 3. E: Ensayo de Male Marker utilizando combinacion 4. F:
Ensayo de Male Marker utilizando combinacién 5. G: Ensayo de Male Marker utilizando combinacion 6.

Las combinaciones 2 y 4 presentan el patron de bandeo y los tamafios de banda esperado para la muestra
femenina y masculina. Las combinaciones 1, 3 y 5 presentaron amplificacion s6lo de una banda,

mientras que la combinacion 6 presentd amplificaciones inespecificas. En una repeticion de este
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experimento, pero agregando muestras de ADN tapa contemporanea, se selecciondé como ensayo del
marcador de sexo Male Marker redisefiado la combinacion 2. La secuencia de los partidores de esta
combinacion se presenta en la Tabla 6. En la Figura 18, se presenta la amplificacion de muestras de

tapa contemporanea con la combinacion seleccionada.

Tabla 6. Secuencia de los partidores utilizados en el ensayo del marcador de sexo Male Marker redisefiado

Partidor Secuencia pb
Fw BP_2 | 5-CCCGTA ACC GTG GAT CTA AAA AGC-3' (hebra sentido) 24
RC RS18 | 5-TGA TGA CGT TGA CAT GGC-3' (hebra sentido) 18
RL (J) 5'- CTG GAC AAG ACC AAC TTT GAA TCC G-3' (hebra antisentido) 25
3
o —_
2 0 % o o
TR %8 B
g < = g g S
2 T T I I oo
e O O © O <
c D D D =) ;
e 0 g o g =
(V) [aa] o o o (@]
ot
1500 ph) —
500 pb q-n-

75 pb

Figura 18. Ensayo de amplificaciéon de las muestras de tapa contemporanea utilizando el ensayo del
marcador de sexo redisefiado. Las muestras BQUCH137 y BQUCH140 corresponden a extractos de hoja
contemporanea de B. papyrifera tipificadas visualmente como masculina y femenina, respectivamente; C.N.
Agua: Control negativo de amplificacion.

Una vez optimizado este ensayo, se amplificaron los extractos identificados como ADN proveniente de
B. papyrifera. En todas las reacciones de PCR se incluyeron dos muestras de ADN contemporaneo a
modo de control positivo de amplificacion, correspondientes a una muestra tipificada visualmente como
femenina y masculina; ademas se incluyeron los controles de extraccion de las muestras y un control
negativo de amplificacion (mezcla de reaccion de la PCR sin templado). En la Figura 19 se presenta los
resultados del analisis de algunas de las muestras ensayadas con este marcador. En la Unica muestra que
se logro tipificar con este ensayo, se aprecia la amplificacion de la banda de 300 pb de la muestra

BQUCHTEOQ04, perfil de amplificacién que la tipifica como muestra femenina.
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Figura 19. Amplificacion de las muestras de tapa antigua utilizando el ensayo redisefiado del marcador de
sexo. Las muestras BQUCH137 y BQUCH140 corresponden a extractos de hoja contemporanea de B. papyrifera
tipificadas visualmente como masculina y femenina, respectivamente; C.E: Control de Extraccion. C.N. Agua:
Control negativo de amplificacion.

Los extractos purificados que fueron identificados como ADN provenientes de B. papyrifera también se
analizaron con este ensayo, no siendo posible tipificar ninguna de las muestras ensayadas. Estos
resultados indican que no fue posible tipificar la gran mayoria de las muestras de tapas etnogréaficas

mediante un analisis genético de ADNa con el marcador de sexo.

5.3.2 Evaluacion de la amplificabilidad y caracterizacion de muestras de textiles

etnograficos mediante diez microsatélites

Se analizaron las 22 muestras de tapa antigua identificadas como manufacturadas a partir de B.
papyrifera mediante la amplificacion de 10 marcadores de microsatélites. Los microsatélites escogidos
fueron Bro 07, Bro 08, Bro 13, Bro 15, Bropap 02214, Bropap 02801, Bropap 20558, Bropap 25444,
Bropap 26985 y Bropap 30248, debido a que se encuentran estandarizados, amplifican facilmente, y
resultados previos de nuestro grupo han reportado que son los mas informativos en analisis previos de

esta especie (Pefiailillo, 2014; Payacan, 2015).

En todas las reacciones de PCR se incluyd una muestra de ADN contemporaneo a modo de control
positivo de amplificacidn, ademas de los controles de extraccion de las muestras y un control negativo
de amplificacién (mezcla de reaccion de la PCR sin templado). A modo de ejemplo, en la Figura 20 se

presenta uno de los marcadores ensayados (Bro 08) con las muestras de tapa antigua.

50



BQUCHTEOO5_E1

BQUCHTEO08_E1

BQUCHTE009_E1

BQUCHTE010_E1

BQUCHTEO12_E1

BQUCHTEO13_E1

BQUCHTEO16_E1

(o]
wl
<
o
S
[UN]
|
T
O
=)
g
[an]

(o]
)
(o]
—
o
(4N
|
u
(@]
-]
g
[an]

(o]
w
(\e]
—
o
w
|
T
O
-]
g
[aa]

N
L
o

BQUCHTEOO7_E3

BQUCHTEO12_E3

Generuler 1kb plus
BQUCH 0140

(o] o~ [a2]
w w w
o ~ <
o o S
S S S
w w w
= = [
T T T
@] @] @]
> > -
[of [of [of
[a] [a] o

BQUCHTE002_E1
BQUCHTEO014_E1
C.N. Agua

CE1l
CE2
CE3

Figura 20. Amplificacion del marcador SSR Bro 08 utilizando ADN obtenido a partir de tapa antigua.
BQUCH140 corresponde al control positivo, ADN proveniente de hoja contemporénea de B. papyrifera C.E:
Control de Extraccion. C.N.: Control Negativo de la reaccion de PCR. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

La amplificacion de las muestras BQUCHTEO013, BQUCHTEO14, BQUCHTEO15 y BQUCHTEO016
(provenientes de un contexto arqueoldgico), en la mayor parte de los marcadores ensayados mostro
bandas inespecificas de mayor tamafio al esperado, lo que indica la presencia de contaminantes en estos

extractos.

En la Tabla 7 se resume los alelos encontrados en las muestras de tapa antigua analizadas con 10
marcadores SSR. La muestra BQUCHTEO004 se tipificd exitosamente con los 10 marcadores SSR. El
marcador Bro 08 presentd la mayor tasa de éxito, mientras que el marcador Bro 07 presenté mayores
complicaciones durante la amplificacion y asignacion de alelos. En general, un 40% de los alelos
observados en las piezas de tapa etnogréafica antigua corresponden a alelos observados anteriormente en
material contemporaneo y material de herbario. La mayor parte de estos alelos se observaron en la pieza
BQUCHTEOQO04, que corresponde a la pieza mas contemporanea de la coleccion. En la Tabla 7 se destaca
con color rojo los alelos no observados anteriormente en material contemporaneo ni de herbario de B.
papyrifera. En la Gltima fila de la Tabla 7, se presenta el genotipo mayoritario encontrado en polinesia

en cada marcador de SSR (tanto en material de contemporaneo como de herbario de B. papyrifera).

Los resultados del analisis de los marcadores Bro 13, Bro 15, Bropap 2214, Bropap 2081, Bropap 20558
y Bropap 25444 sugieren la presencia de mas de un individuo en algunas de las muestra de ADN
obtenido de las tapas etnograficas, pues se observaron mas de dos alelos. Las celdas en color verde

indican los alelos que se obtuvieron en al menos dos ensayos de amplificacion diferentes.
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Tabla 7. Resumen de los alelos encontrados en las muestras de tapa etnografica analizadas con 10 marcadores SSR.

Muestras Bro Bro Bro Bro Bropap | Bropap | Bropap | Bropap | Bropap | Bropap
07 08 13 15 2214 2801 20558 25444 26985 30248
BQUCHTEO002 212
223/229/
245/ 260/264/ | 168/174/ | 230/236/ | 203/205/
BQUCHTEOQ04 | 248/ 250 | 221/227 249/239 23%2610/ 266/268 | 187/191 240 207 196/201 | 112/112
207/211/
206/ 2171223/ | 220/225/ | 168/191/ | 164/187/
BQUCHTE007 221221 224/261 250 239/254/ 181 2371240 1921182
285
BQUCHTEO008 213/213 | 241/241 258 165/168
BQUCHTEO010 22;22527/ 239/240
BQUCHTEO012 23322; S 163/241 124/124 276/276
159/206/ 995/230)/ 154/167/
BQUCHTEO013 201/201 | 223/234/ 240 247 176/222 203/207/
252/257
253 251
167/198/
206/226/ 211/220/ | 176/222/ | 171/176/
BQUCHTEO014 2271227 234/252 240/251 164214 | 250267 | 211/260 202/22707/
151/17 173/1
BQUCHTEO15 213213 | 241 281;20% 2251%//22%89// QSZ%Z 20%291)8; 198119971 5017001 | 1187188
Q 2147240/ | 215 oer | 2181229 | 2301253
241/261 /243
230/232/
206/226/ 176/222/ | 206/216/
BQUCHTEO016 213/227 258/261. 242/52651/ 199/206 283 240/251.
Genotipo
Mayoritario en | 248/248 | 221/225 | 245/245 | 229/233 | 260/268 | 168/189 | 236/240 | 203/205 | 196/201 | 112/112
Polinesia

AJA: Alelos no detectados anteriormente en muestras contemporaneas ni herbario de B. papyrifera.
: Alelos obtenidos en al menos en dos ensayos de amplificacion diferentes.

De un total de 17 piezas de tapa antigua, fue posible caracterizar 10 piezas con al menos un marcador
de SSR. De estas 10 piezas, seis se caracterizaron con seis 0 mas marcadores de SSR. El 21% de los
alelos obtenidos (indicados con celdas color verde en la Tabla 7) fueron confirmados en al menos dos
ensayos de amplificacion diferentes. EI 79% restante se obtuvo del analisis de amplicones obtenidos en

ensayos de amplificacidn diferentes o de un solo amplicén.

Como se ha mencionado anteriormente, las muestras BQUCHTE013, BQUCHTEO014, BQUCHTEOQ15
y BQUCHTEO0L16, provienen de una manta funeraria encontrada un sitio arqueoldgico y son las piezas
mas antiguas de la coleccion (1760-1810). La mayor parte de los alelos encontrados en estas piezas son
alelos no observados anteriormente en material contemporaneo y/o de herbario de B. papyrifera, lo que
fue un hallazgo interesante y ademas confirma que no existié contaminacion con ADN contemporaneo

de B. papyrifera. Se caracterizaron exitosamente tres de estas cuatro muestras con al menos siete SSR.
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Por otra parte, se logré caracterizar la pieza BQUCHTEO012, la segunda mas antigua (1880-1900), con
cuatro SSR. Estos datos indican que la fecha de elaboracion de la pieza no es determinante para
caracterizar genéticamente tapa antigua. El analisis de los alelos encontrados y la comparacion con la
informacidn disponible de muestras de material contemporéaneo y de herbario se realizara en la seccion

5.5.

En resumen, los resultados obtenidos en este objetivo indican que es posible amplificar ADN
proveniente de muestras de tapa etnogréafica antigua con SSR, indicando la presencia de alelos no
detectados anteriormente en material contemporaneo ni de herbario de B. papyrifera. Una de las
muestras de la coleccion se tipificd como femenina mediante el marcador de sexo redisefiado.

5.4 Extracciony caracterizacion de ADN de herbario de B. papyrifera.
5.4.1 Extraccion de ADN a partir de muestras de herbario.

La extraccion de ADN de las 51 muestras de hojas herbario disponibles para la realizacion de esta tesis,
se realizo siguiendo el protocolo de Payacan (2015) con modificaciones para mejorar el rendimiento
(optimizacion del protocolo realizado en muestras contemporaneas, vease seccion 5.1). La extraccion se
realizé en el Laboratorio de ADN antiguo del Departamento de Anatomia de la Universidad de Otago,
Dunedin, Nueva Zelanda. Se incluyeron dos controles de extraccion. A modo de ejemplo, en la Figura
21, se presenta un gel de agarosa al 0,8% en el que se cargd 5 uL de ADN obtenido de algunas muestras
de herbario, observandose para todas las muestras un alto nivel de degradacion. No se observa ADN en

los controles de extraccion (C.E.).
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Figura 21. Anélisis de los resultados de la extraccion de ADN a partir de muestras de herbario. La muestra
BQUCHA41 corresponde a ADN moderno extraido a partir de hojas de B. papyrifera. C.E.= Control de Extraccion.
Orden de carga: carril 1: BISH444278; carril 2: BISH451765; carril 3: BISH58380; carril 4: BISH451764; carril

53



5: BISH58357; carril 6: BISH58346; carril 7: BISH58360; carril 8: BISH413708; carril 9: BISH505999; carril
10: BISH99313; carril 11: BISH58355. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%.Electroforesis en gel de agarosa
al 0,8%.

La concentracion de ADN, medida mediante absorbancia a 260 nm de los extractos de muestras de
herbario, varia en un rango entre 54 — 931 ng/uL. La razon 260 nm/ 280 nm de estas extracciones indican
en general que se encuentran dentro del rango 1,69-2,05. Se determiné también la concentracion de ADN
de las muestras usando el agente intercalante fluorescente especifico para ADN de doble hebra provisto
en el sistema comercial Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit. La concentracion de ADN varid en
un rango entre 2,2 ng/ul y 220 ng/ul, como se aprecia en el Anexo X.

5.4.2 Analisis del material genético extraido a partir de muestras de herbario

Para evaluar la amplificabilidad del ADN extraido desde el material de herbario se utilizaron los mismos
12 marcadores moleculares usados para analizar muestras de tapa antigua. Se seleccionaron un total de
23 muestras de herbario para realizar los analisis genéticos con el marcador ITS-1y los 10 marcadores
de SSR. Las 51 muestras de herbarios se analizaron mediante marcador de sexo y 23 muestras se
analizaron mediante los 10 marcadores de SSR. El criterio de seleccion fue priorizar el analisis aquellas
muestras que provenian de localidades de las cuales no se poseian muestras contemporaneas ni de
herbarios, como lo es el caso de las Islas S6lomon, Nueva Guinea, Fiji y algunas localidades de Hawai

como Molokai, Lanai, Maui y Niihau. En la Tabla 8 se presentan las 23 muestras seleccionadas.

Tabla 8. Muestras de herbario seleccionadas para anélisis con 12 marcadores moleculares.

CODIGO | LOCALIDAD Afio 12 | BISH58380 Maui (Hawai) 1927
1 | BISH32928 Fiji 1968 13 | BISH58386 | Molokai (Hawai) 1928
2 | BISH57308 | Niihau (Hawai) 1912 14 | BISH161323 | Nueva Guinea 1937
3 | BISH58345 | Lanai (Hawai) 1914 15 | BISH161324 Fiji 1924
4 | BISH58352 | Molokai (Hawai) | 1928 16 | BISH161326 Fiji 1934
5 | BISH58385 | Molokai (Hawai) | 1909 17 | BISH415045| Niihau (Hawai) 1947
6 |BISH58360| Kauai (Hawai) 1928 18 | BISH451077 | Niihau (Hawai) 1949
7 |BISH58362 | Kauai (Hawai) 1909 19 | BISH416666 Salomon 1977
8 |BISH58363 | Kauai (Hawai) 1909 20 |BISH451764 | Kauai (Hawai) 1909
9 |BISH58364 | Lanai (Hawai) 1914 21 |BISH451766 | Kauai (Hawai) 1909
10 | BISH58370 | Lanai (Hawai) 1927 22 | BISH505999 Salomén 1985
11 | BISH58375| Niihau (Hawai) 1912 23 | BISH757984 Fiji 1968

5.4.2.1 Amplificacién de la region ITS-1.

Utilizando el sistema comercial GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase se evalu6 la amplificabilidad de la

region ITS-1 de los extractos de ADN de muestras de herbario. A modo de ejemplo, en la Figura 22 se
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presenta un gel de agarosa al 1,5% de algunas de las muestras de herbario analizadas con este marcador.

Los 19 amplicones obtenidos se enviaron a secuenciar, obteniéndose secuencias legibles para todas ellas.
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Figura 22. Amplificacion de la regién ITS-1 a partir del ADN obtenido de muestras de herbarios.
C.E: Control de Extraccion, H,O: control negativo de PCR. Orden de carga: carril 1: BISH57308; carril 2:
BISH58345; carril 3: BISH58352; carril 4: BISH58385; carril 5: BISH58360; carril 6: BISH58362; carril 7:
BISH58363; carril 8: BISH58364; carril 9: BISH58370; carril 10: BISH58375; carril 11: BISH58380; carril 12:
BISH58386; carril 13: BISH415045; carril 14: BISH451077; carril 15: BISH451764; carril 16: BISH451766;
carril 1: BISH451766. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

Las secuencias analizadas se analizaron mediante la herramienta BLAST identificAndose los 19
amplicones como secuencias de B. papyrifera con altos valores de probabilidad (e-value) y porcentajes
de identidad.

El andlisis del sitio polimorfico relativo 203 indicé que todas las muestras provenientes de Hawai
presentan una doble sefial en este sitio, con una sefial predominantemente polinésica por sobre la asiatica,
a excepcion de la muestra BISH58362, proveniente de la localidad de Kauai, que presenta una doble
sefial de igual intensidad, tanto para la variante asiatica como polinésica. Dado que en el analisis de
muestras de herbario se tiene la seguirdad de que se estad analizando s6lo un individuo, este resultado
indica la presencia de una heterocigosis para esta posicién en los individuos de Hawai. Por otra parte,
las cuatro muestras de Fiji analizadas presentan la variante polinésica, con excepcion de la muestra
BISH161324 que presenta una doble sefial, con una sefial polinésica predominante, indicando una
heterocigosis en esta posicion. La Unica muestra de Nueva Guinea analizada también presenta una doble
sefial, predominando la variante polinésica. Las dos muestras analizadas provenientes de las islas

Salomén presentan claramente la variante asiatica (G) en sus secuencias.

Finalmente, los 19 amplicones obtenidos se alinearon utilizando el algoritmo Clustal W presente en el

programa CLC sequence viewer 7. En la Figura 23, se presenta el alineamiento de estas secuencias.
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520 v 540

1 1
BaucH114 GGGEBBBGCE ccBEBcCBBE cTEBE-TTcT TTTTEETTCE BcBETTEECE
BISH52363 (Kaua) GGGEBEEBCCE CCBBECCEEE cTEEEcTTGT TTTTEETTCH EBcEETTEECE
BISH161323 (Nueva Guinea) GGGEEBEBEBGGE GGEEMEBGGEEE cTEEEcTTcT TTTTEETTCE BcEETTEEGE
BISH161224 (Fiji) GGGBBBBGGE GGEBECCEEE cTHEBEcTTCT TTTTEETTGE BCEETTEEGE
BISH161326 (Fiji) GGGBBBBGGE GGEREBGGEBEE cTHEBEcTTcT TTTTBETTGE BCBETTEEGE
BISH416666 (s.5dlomon) GGGEEBECCE GGEBEGCEEE cTEEEcTTGT TTTTEETTCE EcEETTEECE
BISH451766 (Kauai) GGGEBBECCE GCBEEBGCCBBE cTEEBEcTTGT TTTTEETTCH EcEBETTEECE
BISH505999 (Is. Sélomon) GGCBEBEBCCE GcEBECCEEE cTBEEcTTcT TTTTEETTGE EBcCEETTEECE
BISH757984 (Fiji) GGGBBBBGGE GGERECGEBEE cTHEEcTTcT TTTTBEBTTGE BCBETTEEGE
Consensus GGGCCCCGGC GGCACGGCCC GTACCGTTGT TTTTCCTTGA CGCATTCCGE

100%
Conservation H
%

Figura 23. Alineamiento de las secuencias obtenidas de la amplificacion de la region ITS-1 de ADN de
muestras de herbario. La punta de flecha de color rojo indica el sitio polimoérfico en la posicion relativa 203.

5.4.2.2 Amplificacion del marcador de sexo Male Marker.

La totalidad de las muestras de herbario disponibles para la realizacion de esta tesis se analizaron con el
marcador de sexo. Este marcador es de gran interés pues un gran porcentaje de las muestras provienen
de Hawai, y este archipiélago es la unica localidad de toda Polinesia en la que se han identificado
individuos masculinos de B. papyrifera. La tipificacion de las muestras se realizdO mediante el ensayo
optimizado por Penailillo et al. (2014). Las muestras que no se tipificaron con este protocolo se
amplificaron con el protocolo redisefiado del marcador de sexo utilizado para tipificar las muestras de
tapa antigua. En la Figura 24 se presenta un gel de agarosa al 1,5% con la amplificacion de algunas de

las muestras de herbario utilizando el protocolo del marcador de sexo redisefiado.
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Figura 24. Amplificacién de las muestras de herbario utilizando el ensayo del marcador de sexo redisefiado.
BQUCH140: Control positivo femenino; BUQUCH137: Control positivo masculino; H»O: control negativo de
PCR. Orden de carga: carril 1: BISH58358; carril 2: BISH161323; carril 3: BISH161324; carril 4: BISH413708;
carril 5: BISH416666; carril 6: BISH451763; carril 7: BISH451764; carril 8: BISH451767; carril 9: 505999; carril
10: BISH66829; carril 11: BISH757984; carril 12: BISH763194. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.
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Se tipificaron positivamente 42 de las 51 muestras de herbarios disponibles para esta tesis, mientras que
no se logro tipificar las nueve restantes, ni mediante el ensayo del marcador de sexo estadarizado por
Pefailillo et al. (2016), ni mediante el ensayo redisefiado en esta tesis. Todas las muestras tipificadas
son femeninas: 27 de ellas fueron tipificadas mediante el ensayo de Pefiailillo et al., 2016 mientras que

15 fueron tipificadas con el ensayo redisefiado del macador de sexo.

5.4.2.3 Amplificacion de 10 marcadores de SSR.

Se analizaron las 23 muestras de herbario seleccionadas con 10 marcadores de microsatélites: Bro 07,
Bro 08, Bro 13, Bro 15, Bropap 02214, Bropap 02801, Bropap 20558, Bropap 25444, Bropap 26985 y
Bropap 30248. En todas las reacciones de PCR se incluy6 una muestra de ADN contemporaneo a modo
de control positivo de amplificacién, ademas de los controles de extraccion de las muestras y un control
negativo de amplificacion (mezcla de la PCR sin templado). Como ejemplo, en la Figura 25 se presenta

uno de los marcadores de SSR ensayados con las muestras de herbario.
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Figura 25. Amplificacion de ADN de muestras de herbario con el marcador de SSR Bropap 26985.
C.E: Control de Extraccién, H2O: control negativo de PCR. BQUCH140: ADN de muestra contemporanea de B.
papyrifera. Orden de carga: carril 1:BISH32928; carril 2: BISH57308; carril 3: BISH58345; carril 4: BISH58352;
carril 5: BISH58385; carril 6;: BISH58360; carril 7: BISH58362; carril 8: BISH58363; carril 9;: BISH58364; carril
10: BISH58370; carril 11: BISH58375; carril 12: BISH58380; carril 13: BISH58386; carril 14:BISH161323;
carril 15:BISH161324; carril 16: BISH161326; carril 17: BISH415045; carril 18: BISH451077; carril 19:
BISH416666; carril 20: BISH451764; carril 21: BISH451766; carril 22: BISH505999; carril 23: BISH757984.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

En el Anexo XI se resume los alelos encontrados en las muestras de herbario analizadas con 10
marcadores SSR. En general, la mayor parte de las muestras analizadas se caracterizd con al menos

nueve marcadores de SSR. La muestra BISH415045 fue la Unica muestra que se caracteriz con un solo

marcador de SSR (Bro 08).
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El marcador Bro 07 presenté mayor dificultad, tanto en la etapa de amplificacion como en la asignacion
de alelos, mientras que los marcadores Bro 08, Bropap 26985 y Bropap 30248 presentaron el mayor
porcentaje de éxito, tanto de amplificacion como en la asignacion de alelos.

En general se encontraron alelos ya detectados anteriormente en muestras contemporaneas y de herbario
de B. papyrifera. Sin embargo, se observaron alelos nuevos para los marcadores Bro 07, Bro 08, Bropap
2081, Bropap 20558, Bropap 26985 y Bropap 30248 (Anexo Xl, alelos en rojo) en las dos muestras de
las Islas Salomon analizadas (BISH41666 y BISH505999). Algunos de estos nuevos alelos también se
encontraron por primera vez en tapa antigua. Por ejemplo, con el marcador Bro 08 se detecto el alelo
201 también en la pieza BQCHTEO13 (Agakautai, 1760-1810), mientras que con el marcador Bropap
20558 se identifico el alelo 230 en la pieza BQUCHTE004 (Nueva Guinea, 1980) y BQUCHTEO013. El
alelo 192 del marcador Bropap 26985 fue desctado tambien en la pieza BQUCHTEOQO07 (Fiji, 1970).
Algunas muestras ademas presentaron genotipos no detectados anteriormente (éstos se muestran en
forma resumida en la Tabla 9 y se indican con negrita en el Anexo XI). Las otras muestras presentan
genotipos esperados propios de Polinesia, con excepcion de las muestras de las Islas Salomon ya

mencionadas.

Tabla 9: Alelos y genotipos no detectados anteriomente en muestras de herbario ni en material
contemporaneo.

Marcador Genotipo Localidad
Bro 07 259/261 Is. Salomon
Bro 08 201/213 Is. Salombn
Bro 13 240/241 Is. Salomon
Bropap 2801 159/168 Is. Salombn

2231236 Is. Salombn
Bropap 20558 230242 Is. Salomén
Bropap 26985 192/201 Is. Salomon
106/112 Fiji, Hawai
Bropap 30248 135/142 Is. Salombn
142/155 Is. Salomon

AJA: Alelos no observados anteriormente en muestras contemporaneas, ni herbario de B. papyrifera.
En resumen, en este objetivo se determiné el sexo de 41 de las 52 muestras de la coleccién de

herbarios, resultando todas ellas femeninas. Ademas se analizé la region 1TS-1 de 23 muestras de

herbario seleccionadas, las cuales se caracterizaron exitosamente mediante 10 marcadores de SSR.
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5.5 Integracion de los resultados obtenidos del andlisis de las muestras de tapa y
material de herbario con la informacion disponible de material contemporaneo
y de herbario de B. papyrifera disponible.

Los datos obtenidos de la caracterizacidn genética de las 17 muestras de la coleccion de tapa etnogréfica
antigua, mediante el analisis de la region ITS-1, del marcador de sexo Male Maker y de 10 marcadores
de microsatélites permiten en parte reconstruir la historia de cada pieza de la coleccion. Estos tres tipos
de marcadores nos permiten obtener informacion de distinto tipo y significado.

Por una parte, el marcador ITS-1 cumple una doble funcion: en primer lugar como DNA barcoding para
identificar la especie de la cual provienen las fibras de las cuales se elabor6 el textil y en segundo lugar,
indicar si las secuencias identificadas como B. papyrifera provienen de Asia o de la zona Polinésica

analizando el polimorfismo en la posicion relativa 203.

El marcador de sexo Male Marker permite tipificar sexualmente al individuo identificado como B.
papyrifera, dato que es interesante porque hasta el momento se ha reportado la presencia de sélo
individuos femeninos en Polinesia (tanto en material contemporaneo como de herbario), a excepcion del
archipiélago de Hawai en los que se han encontrado individuos femeninos y masculinos en material
contemporaneo (Pefiailillo et al., 2016). En material de herbario existen hasta el momento 4 excepciones,
identificandose 4 individuos masculinos, uno proveniente de las Islas Marquesas (recolectado el afio
1921), otro proveniente de las Islas Australes (Rapa, recolectado el afio 1921), y dos provenientes de

Nueva Zelanda (recolectados el afio 2006) (Payacan, 2015).

Por ultimo, los 10 marcadores de SSR son los mas informativos, pues dada su naturaleza alélica, detectan
diversidad intra-especie, permitiendo asi encontrar diferencias entre individuos y hacer estudios
genéticos poblacionales. Ademas, el estudio de muestras de tapa con microsatélites permite determinar
si la pieza textil fue confeccionada con uno o mas individuos de B. papyrifera genotipicamente
diferentes. Esta especie es diploide, por lo que se espera observar como maximo dos sefiales en un
electroferograma al analizar a un solo individuo. Dado al trabajo previo realizado tanto en material
contemporaneo como de herbario con estos marcadores (Pefiailillo, 2014; Payacan, 2015; Olivares,
2016), el anlisis de muestras de tapa con estos 10 marcadores también permite relacionar los genotipos
encontrados en estas piezas con los genotipos encontrados tanto en la zona endémica como en Polinesia,

abriendo las puertas ademas a una posible correlacion geogréafica de genotipos.

En la Tabla 10 se presenta un resumen de los resultados positivos con los diferentes marcadores

analizados en cada una de las muestras.
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Tabla 10. Resumen de los resultados del analisis genético realizado en las 17 piezas de tapa antigua.

ITS-1
. . Marcador SSR
Pieza Isla / Localidad — ~ ) ) de sexo | analizados
Especie identificada Polimorfismo
BQUCHTEQO0L | Isla de Pascua (?) Triticum aestovum - - -
BQUCHTEQ02 Hawai B. papyrifera, Sporobolus fertilis G - 1
BQUCHTEQ03 Hawai (?) B. papyrifera, T. aestovum T>G - -
BQUCHTEOQ04 New thjggaoa) (1980- B. papyrifera (5n) T>G Femenina 10
BQUCHTEOQ05 Hawai B. papyrifera (2n) T=G - -
BQUCHTEO006 Hawai - - - -
B. papyrifera (3n), Morus
BQUCHTEOQ07 Fiji (1970) yunnanesis, Aspergillus sp, T>G - 7
Glycine max, Helianthus annus
BQUCHTEOQ08 Fiji B. papyrifera G - 4
BQUCHTEO009 Hawai (?) B. papyrifera, Fagus sylvatica G>T - -
BQUCHTEO010 Hawai (?) B. papyrifera, F. sylvatica T - 2
BQUCHTEO11 Impatiens sp (2n), Lgllum i i i
perenme, Lolium multiflorum
BQUCHTEO12 | Samoa (1880 1900) |  B- Papyrifera (2n), Populus TIG i 4
caspica, Populus alba
. ) B. papyrifera, Lagenaria
BQUCHTEO013 Agakautai (1760 sicararia, Leontodon tingitanus, - - 7
1810) -
A. fumigatus
BQUCHTEO014 Agakilgain§1760— B. papyrifera/ Citrus maxima T>G - 7
Agakautai (1760- | B. papyrifera, S. lycopersicum,
BQUCHTEO15 1810) C. sempervirens, F. sylvatica G ) 9
. i B. papyrifera (2n),
BQUCHTEOQ16 Agakautai (1760 S. lycopersicum, Triticum sp, T - 6
1810) .
A. fumigatus
BQUCHTEO17 | Agakautai (corteza) A. fumigatus - - -

El marcador ITS-1 resultd Gtil para la identificacion del ADN extraido a partir de las piezas de la
coleccion. De las 17 piezas, 13 piezas fueron identificadas como B. papyrifera mediante al menos un
ensayo de amplificacién y posterior secuenciacion de la regién ITS-1. Las muestras BQUCHTEOQO1,
BQUCHTEO11 y BQUCHTEOQ17 fueron las tnicas no identificadas como B. papyrifera, identificandose
como Triticum aestivum, Impatiens sp., y Aspergillus fumigatus, respectivamente. La pieza

BQUCHTEQO06 fue la Gnica que no se logro identificar mediante ITS-1.
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El marcador de sexo Male Marker redisefiado permitio tipificar s6lo una pieza, identificAndose la pieza

BQUCHTEOQ04 como un textil elaborado a partir de individuos femeninos de B. papyrifera.

El andlisis mediante 10 marcadores de SSR logrd realizarse en 10 muestras, siendo las muestras
BQUCHTEOQ04, BQUCHTEOQ07, BQUCHTEO013, BQUCHTEO014, BQUCHTEO015 y BQUCHTEO16 las

que fueron analizadas con un mayor nimero de SSR (Tabla 10).

Cada pieza de tapa etnografica cuenta una historia diferente, la cual puede ser develada en parte con el
analisis de estos 12 marcadores. A continuacién, se resume la informacion obtenida en esta tesis de cada

una de las piezas textiles.

La pieza BQUCHTEOO1 (Figura 26) es un pequefio trozo de fibra obtenido
/f a partir del borde de una pieza de tapa del Bishop Museum. Como indica su
etiqueta, no se tiene certeza de que isla proviene, aunque se plantea a Rapa

/1

/
Nui como posible isla de origen. Dado al tamafio de la muestra, solo se realizd

o

o un replicado de extraccion. La amplificacion de la region ITS-1 de esta pieza
Figura 26: Pieza mediante KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase y GoTaq G2® Flexi DNa
BQUCHTEOQOL. La
etiqueta de esta muestra
indica: ‘Bishop Museum legible utilizando GoTag. La secuencia obtenida se identificd como Triticum
D. 2228 Cordage from
Easter Island? Tapa

Cloth’. NCBI. No se ensay6 la muestra de ADN obtenido de esta pieza con el resto de

Polymerase fue exitosa en ambos casos, pero solo se obtuvo una secuencia
aestivum (trigo harinero) al compararla con la base de datos disponible en

los marcadores. Dado el poco material de partida (4,5 mg), es muy probable que la secuencia obtenida
sea ADN contaminante proveniente del sitio en el que estaba la pieza antes de su ingreso a la coleccidn
en el Bishop Museum, pues no se ha reportado que esta especie sea usada como fuente de fibra y no

crece en condiciones normales en ambientes tropicales o subtropicales.

La pieza BQUCHTEOQO2 es un pequefio fragmento de tapa de aproximadamente
2 cm x 1 cm, proveniente de Hawai (Figura 27). Es un trozo que se encuentra §
decorado, con pigmentos negros posiblemente de origen organico (proveniente
de Aleurites moluccana) o carbén vegetal (Bisulca et al., 2014). De esta pieza se )
extrajo ADN en duplicado. La amplificacion de la region ITS-1 fue exitosa

di KAPA HiFi HotS DNA Pol b . Figura 27: Pieza
mediante iFi HotStart olymerase y se obtuvo una secuencia BOUCHTE002. La

legible que fue identificada como B. papyrifera. El analisis del polimorfismo en etiqueta  de  esta
muestra indica

la posicion relativa 203 de la region ITS-1 indicé la presencia de la variante <gishop Museum cat

asiatica en esta muestra. El trabajo publicado por Seelenfreund et al. (2011) #2494 Hawaiian’
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reportd el hallazgo de variantes asiaticas y polinésicas sélo en el archipielago de Hawai, por lo que el
resultado en esta pieza no es del todo sorprendente. El reporte de Pefiailillo et al. (2016) indica que los
individuos contemporaneos identificados con la variante asiatica mediante ITS-1 ademas son
masculinos, por lo que era esperable que el analisis del marcador de sexo en esta pieza tipificara al
individuo de B. papyrifera como masculino. Lamentablemente, no se logr6 analizar esta muestra con
dicho marcador. Es probable que la calidad del ADN extraido, ademas de la presencia de inhibidores de
la PCR haya interferido en la amplificacion, ya que esta pieza se caracterizé con s6lo uno de los 10
marcadores de SSR. El alelo obtenido mediante el ensayo del marcador Bropap 2214 (212/212), y por
tanto también el genotipo, no se habia detectado anteriormente en material contemporaneo ni de
herbario, y el alelo es de mucho menor tamafo que los detectados anteriormente en dicho marcador
(239).

La pieza BQUCHTEOQOO3 (Figura 28) de aproximadamente 1,5 cm x 1,0 cm
proviene del Bishop Museum y no se tiene certeza si proviene o no de Hawai.

Esta pieza era bastante gruesa, por lo que permitio realizar dos extracciones.

Mediante la enzima KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase se obtuvo una

up

Figura 28: Pieza
BQUCHTEO003. La
etiqueta de  esta
muestra indica:

‘Bishop Museum "No

secuencia legible que fue identificada como B. papyrifera. El analisis del sitio
polimérfico relativo 203 indico la presencia de ambas variantes en esta
secuencia, dado que se observo en el electroferograma una doble sefial s6lo en
este sitio, con la prevalencia de la variante polinésica por sobre la asiatica. Este

resultado indicaria una heterocigosis en este sitio, o la presencia de mas de un

water  mark” on ) ] ]
envelop-no  number Individuo de B. papyrifera en el extracto. En muestras de herbario provenientes
probable Hawai de Hawai, analizadas en esta tesis, se encontrd una heterocigosis en este sitio

polimérfico. Como se menciond anteriormente, en Hawai se ha reportado la presencia de la variante
asiatica y polinésica, por lo que es posible que la pieza haya sido elaborada con plantas de variantes
diferentes. Para esta pieza no fue posible amplificar el marcador de sexo ni los 10 microsatélites, sin
embargo, la informacidn obtenida a partir del analisis de ITS-1 indica que probablemente la elaboracion
de esta pieza se realizd a partir de corteza proveniente de individuos genéticamente diferentes de B.

papyrifera.

La pieza BQUCHTEO004 proviene de una coleccién privada (Figura 29). Es la pieza mas moderna de la
coleccion (1980-1990) y proviene de Nueva Guinea, isla de la cual no se poseian muestras
contemporaneas ni de herbarios hasta antes de esta tesis. ES pieza se caracterizd con todos los

marcadores. Dado el tamafio de esta pieza (5 cm x 2 cm), la extraccion se realizo en triplicado. La region
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ITS-1 de los extractos de ADN de esta pieza se amplificaron mediante ambas polimerasas,
identificAndose los amplicones como secuencias de B. papyrifera. El andlisis del sitio polimérfico indica
la presencia de ambas variantes en la secuencia, dado que se observa puntualmente una doble sefial en
el sitio, con una prevalencia de la variante polinésica por sobre la asiatica. Esto
podria indicar una heterocigosis en esta posicion o la presencia de dos 0 mas
individuos genéticamente diferentes en la pieza de tapa. La muestra de herbario

proveniente de Nueva Guinea analizada en esta tesis también indicd una

&
heterocigosis en esta posicion. El analisis mediante el marcador de sexo tipificd {
v
como femenino el o los individuos de B. papyrifera utilizados para elaborar "(
i N G 9_
esta pieza. ”ﬁ

El analisis de los extractos con 10 marcadores de microsatélites confirma la
presencia de al menos dos individuos genéticamente diferentes, pues en seis de Figura 291 Pieza
BQUCHTEQ04. La
los 10 marcadores se observaron mas de dos alelos por muestra. En general, 10S  gtiqueta de esta muestra
alelos y genotipos encontrados en esta pieza han sido observados anteriormente indica: ‘New Guinea
1980-1990 coll. Tricia
en material contemporaneo y de herbario. EI genotipo encontrado en el Allen’
marcador Bro 07 se habia detectado anteriormente en material contemporaneo de Tonga, Fiji y en
individuos femeninos de Hawai, mientras que con el marcador Bro 08 se detectd un genotipo encontrado
en material de herbario de Tubuai y en material contemporaneo de Raiatea y Japén. Los genotipos
observados con los marcadores Bropap 30248 y Bropap 26985 son los comunes para todas las muestras
de Polinesia. Los tres alelos encontrados con el marcador Bropap 25444 se habian encontrado
anteriormente, y dos de ellos conforman el genotipo caracteristico de Polinesia. El tercer alelo, en
cambio, se encuentra en material contemporaneo de Nueva Caledonia, China y Samoa y en material de
herbario de Isla de Pascua. El analisis con el marcador Bro 13 indica la presencia de tres alelos en la
muestra, de los cuales uno es un alelo no observado anteriormente. Uno de los alelos corresponde al
alelo comdn en toda Polinesia, mientras que el otro se ha observado en material contemporaneo de
individuos masculinos de Hawai. Mediante el marcador Bro 15 se encontraron cinco alelos, dos de los
cuales no se habian detectado anteriormente. Los otros tres alelos se han descrito en toda Polinesia. El
andlisis con el marcador Bropap 02214 indica la presencia de cuatro alelos detectados anteriormente, de
los cuales tres son comunes en muestras provenientes de Polinesia, y uno ha sido observado en Taiwan.
En el marcador Bropap 2801 se observaron cuatro alelos, uno no detectado anteriormente, dos comunes
en Polinesia, y el 4ltimo s6lo en muestras proveniente de Taiwan. Por Gltimo, el marcador Bropap 20558
indico la presencia de tres alelos, uno no detectado anteriormente y los otros dos conforman el genotipo

comun en muestras polinésicas y de Taiwan.
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En resumen, el anélisis de la pieza BQUCHTE004 con 12 marcadores moleculares indica que esta pieza

fue elaborada con al menos dos individuos genéticamente diferentes de B. papyrifera, ambos femeninos

y que ademas existe un componente asiatico en su genoma, evidente en algunos microsatélites que

indican la presencia de alelos observados anteriormente en Taiwan.

pequefio de esta pieza, s6lo se realiz6 una extraccién. Se obtuvieron

secuencias legibles mediante ambas polimerasas, que fueron identificadas

La pieza BQUCTEOO5 (Figura 30) de aproximadamente 1,0 cm x 1,0 cm
g\ proviene de Hawai y es un pequefio fragmento de una pieza completa
propiedad del Honolulu Museum of Art (Figura 31). Dado al tamafio
3
e

como de B. papyrifera. El analisis del sitio polimorfico relativo 203 indico

Figura 31: Pieza

la presencia de ambas variantes en la secuencia obtenida mediante KAPA

BQUCHTEOQ0S.  La HijFj HotStart DNA Polymerase, dado que en el electroferograma se observé

etiqueta de esta muestra

indica: ‘Honolulu Una doble sefial, sin una prevalencia de una variante por sobre la otra, indicando

Museum of AA Hawai

una heterocigosis para este sitio o la
662.1 g P

presencia de mas de un individuo de B.
papyrifera en el extracto. Por otro lado, el analisis de la secuencia
obtenida mediante GoTaq G2® Flexi DNa Polymerase, presentd
solo la variante polinésica. Cabe recordar que en los herbarios
provenientes de Hawai analizados en esta tesis se encontrd una
heterocigosis para este sitio. En esta pieza no se pudo amplificar el
marcador de sexo y ni los microsatélites, sin embargo, la
informacion obtenida a partir del analisis de ITS-1 indica que
probablemente la elaboracion de esta pieza se realiz6 a partir de
cortezas provenientes de individuos genéticamente diferentes de B.
papyrifera, consistente con la presencia de individuos con las

variantes asiatica y polinésica reportadas en Hawai.

Figura 30: Pieza completa de
tapa de la que proviene la
muestra BQUCHTEOO05. La
etiqueta de esta pieza indica que
fue elaborada a partir de B.
papyrifera. Conjunto de 5 tapas
utilizada cémo ropa de cama (kapa
moe).
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La pieza BQUCTEOO06 (Figura 32) corresponde a pequefios fragmentos de color

' negro, provenientes de una pieza de tapa utilizada como cobertor de cama, adquirida

‘ o en 1935 por el Honolulu Museum of Art (Figuras 33). La
‘ i etiqueta de la foto de la pieza completa de la cual fueron
extraidos estos fragmentos, indica que fue elaborada a partir

Figura 32: Pieza

BQUCHTEO06. La de B. papyrifera. Se realizd un duplicado de extraccion a
eliqueta de esta o o estos fragmentos. Aln después de purificar los

muestra indica:

‘Honolulu Museum extractos obtenidos, no sé logré amplificar la region 1TS-1

of AA Hawai 662.1

Figura  33: Pieza

de esta muestra con ninguno de los sistemas de amplificacion  ¢ompleta de tapa de la

disponibles. Tampoco se logrd caracterizar los extractos mediante el marcador 9dué proviene la muestra

BQUCHTEOQ06. La

de sexo o los 10 marcadores de SSR, siendo esta la Gnica muestra de la cual no etiqueta de esta pieza

se obtuvo ninguna informacion adicional.

S

':\Qy\x-,g“\
S

M{_\t

Figura 34: Pieza
BQUCHTEO07. La
etiqueta de  esta
muestra indica: ‘Fiji
1970°.

indica que fue elaborada a
partir de B. papyrifera.

La pieza BQUCTEOQO07 de aproximadamente 10 cm x 3 cm es una tapa blanca,
de la cual solo se tiene la informacion que proviene de Fiji (Figura 34). Se
realizé una extraccion en triplicado y mediante ambas polimerasas se obtuvieron
amplicones de la region ITS-1, que luego de secuenciar se identificaron como B.
papyrifera. El andlisis del sitio polimdérfico relativo 203 indica la presencia de
ambas variantes en la secuencia, pues se observa puntualmente una doble sefial
en el sitio polimdrfico, con prevalencia de la variante polinésica por sobre la
asiatica. En una de las cuatro muestras de herbario provenientes de Fiji analizadas
en esta tesis se observd una heterocigosis en este sitio. El analisis de los varios

amplicones obtenidos también llevd a identificar otras especies con este

marcador, de las cuales ninguna se ha reportado como fuente de fibra. No se logro tipificar los extractos

obtenidos mediante el marcador de sexo.

Esta pieza se caracterizd con siete de los 10 marcadores de SSR. Con el marcador Bro 08 se observo un

alelo antes detectado, comin en toda Polinesia, pero que no se habia observado antes en forma

homocigota. En los marcadores Bro 13, Bro 15 y Bropap 26985 se detectaron alelos no observados

anteriormente. EI marcador Bropap 02214 indico la presencia de ocho alelos, de los cuales seis no se

habian detectado anteriormente. Los alelos observados previamente, se habian detectado en material

contemporaneo de Vietnam, y en material contemporaneo de China e individuos masculinos de Hawai,

respectivamente.
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En resumen, los datos moleculares obtenidos luego de la caracterizacion de esta pieza, indican que se

trata de una pieza textil elaborada a partir de fibras de B. papyrifera de al menos dos individuos

genéticamente diferentes, y sugieren un cierto componente asiatico en su genoma (determinado por la

presencia de alelos asiaticos en dos marcadores de SSR).

(=]
-

==

La pieza BQUCTEOO08 (Figura 35) son pequefios trozos que provienen de una
pieza de tapa elaborada en Fiji, actualmente propiedad del Honolulu Museum
of Art (Figura 36). Estos fragmentos de aproximadamente 4 cm x 0,5 cm son
fragmentos de una pieza de gran tamafio decorada con dibujos geométricos
realizados con pinturas a partir de la savia de arboles y hollin, caracteristica de

Figura 35: Pieza las tapas elaboradas en dicho archipiélago. Se realiz6 una extraccion en

BQUCHTEOQO0S.
La etiqueta de esta

triplicado y mediante GoTag G2® Flexi DNa Polymerase se obtuvieron

muestra  indica:  amplicones de la region ITS-1, luego de purificar los extractos obtenidos. La

‘Honolulu
Museum of Art,

secuencia se identific6 como B. papyrifera. El analisis del sitio polimorfico

Fiji 2506°. relativo 203 indicd claramente la presencia de la variante asiatica en la

secuencia. Anteriormente no se habia reportado la presencia de la variante asiatica en Fiji, por lo que

este resultado indica tres posibles escenarios diferentes: 1) que los individuos utilizados para elaborar

esta pieza provengan de Hawai o de zonas cercanas a Asia; 0 2) que en el tiempo en el que se elaboro

esta pieza existian en Fiji individuos de B. papyrifera con la variante que hasta este trabajo habiamos

considerado como “asiatica”. No se registra el dato del afio de recoleccion
0 manufacturacion de la muestra, por lo cual no es posible determinar la
antiguedad de esta pieza. No es posible descartar que se trate de una pieza
antigua elaborada en un periodo de tiempo en el cual se encontrarian

individuos de B. papyrifera con la variante G en Fiji.

No se logro tipificar los extractos obtenidos mediante el marcador de
sexo. Esta pieza se caracterizé con cuatro de los 10 marcadores de SSR,
observandose alelos anteriormente detectados en material contemporaneo
y de herbario, a excepcién de un alelo encontrado con el marcador Bropap
2801 (alelo 165) que no se habia observado anteriormente. Los genotipos
encontrados en los marcadores Bro 08 (213/213) y Bro 13 (241/241) han
sido detectados anteriormente en muestras contemporaneas de Vietnam y
muestras de herbario de las islas Salomon, respectivamente, mientras que

el genotipo encontrado con el marcador Bropap 2214 (258/258) no se habia

Figura 36: Pieza completa de
tapa de la que proviene la
muestra BQUCHTEOQOO08. La
etiqueta de la pieza indica que
fue donada en 1928 al museo.
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observado anteriormente, aunque este alelo se encuentra en muestras contemporaneas de China, Japdn
y Vietnam y en muestras de herbario de las islas Salomon y Nueva Zelanda. Dado que en estos tres
marcadores se observé solo un alelo, es posible que el segundo alelo no amplificé exitosamente debido
a la presencia de inhibidores de la PCR y que los genotipos informados en este trabajo sean parciales y
no sean homocigotos reales. El cuarto marcador analizado, Bropap 2801 fue genotipificado como
165/168, siendo el alelo 168 un alelo comun tanto en muestras contemporaneas y de herbario
provenientes de Asia y de Polinesia.

Estos resultados sugieren caracteristicas similares a plantas de origen asiatico de los individuos
utilizados para elaborar esta pieza, o también que en el pasado existia una mayor diversidad genética en
Fiji de la que se observa actualmente.

La pieza BQUCTEOQ09 es un fragmento de 3 cm x 1 cm proveniente de la
coleccion del Bishop Museum (Figura 37) y no se tiene la certeza de su
procedencia, aunque se plantea que proviene del archipiélago de Hawai. Es un
fragmento de 16,5 mg, a partir del cual se realiz6 una extraccion en duplicado.

Se amplifico la region ITS-1 mediante ambas polimerasas, identificAndose el

amplicon obtenido con KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase como secuencia
Figura 37: Pieza Proveniente de B. papyrifera, mientras que el amplicon obtenido mediante
BQUCHTEQ09. GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase como Fagus sylvatica (haya europea), especie

La etiqueta de esta . . re
pieza indica:  de la cual no se ha reportado que se utilice como fuente de fibra. El andlisis del

‘Bishop Museum

¢ #2407” sitio polimérfico relativo 203 indicé una doble sefial puntual en dicha posicion,
ca .

con una prevalencia de la variante asiatica por sobre la polinésica, indicando una
heterocigosis en esta posicion o que esta pieza fue elaborada con al menos dos individuos genéticamente
diferentes. Como se menciono anteriormente, en muestras de herbario provenientes de Hawai se observo
una heterocigosis en esta posicion, es posible que esta pieza provenga de Hawai. Aun después de
purificar los extractos obtenidos, no sé logrd caracterizar los extractos mediante el marcador de sexo ni

los marcadores de SSR.
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La pieza BQUCTEO010 es un fragmento de 3 cm x 1 cm de tapa muy delgada,
proveniente supuestamente de Hawai (Figura 38). A partir de este fragmento se
realizaron dos extracciones. Se amplifico la region ITS-1 mediante ambas

enzimas, identificindose el amplicon obtenido con KAPA HiFi polymerase
o
e como secuencia proveniente de B. papyrifera, mientras que el amplicon obtenido

Figura 38: Pieza  medinate GoTaq polymerase se identificé como Fagus sylvatica (haya), especie
BQUCHTEO10.

La etiqueta de esta  de origen europeo la cual no se ha reportado como fuente de fibra o pigmento. El
pieza indica:
‘Hawai (;?), sin
dato’. polinésica. Aun después de purificar los extractos obtenidos, no sé logro

analisis del sitio polimdrfico relativo 203 indicd claramente de la variante

caracterizar los extractos mediante el marcador de sexo, aunque si se tipifico con
dos marcadores de microsatélites. EI marcador Bro 08 indicé la presencia de tres alelos en el extracto
(221/227/235), lo cual lleva a suponer que esta muestra fue elaborada con al menos dos individuos
genéticamente diferentes. Los tres alelos se han detectado anteriormente en material contemporaneo y
de herbario. El genotipo 221/227 ha sido observado en material contemporaneo proveniente de Raiatea
y en material de herbario de Tubuai, mientras que el alelo 235 se encuentra en plantas contemporaneas
de Taiwan y China y en material de herbario de Santiago. Por otra parte, el marcador Bro 13 indico la
presencia de los alelos 239/240, observados como genotipo en muestras contemporaneas provenientes
de Vietnam. EI componente asiatico encontrado con estos dos microsatélites sugiere que posiblemente
esta pieza fue manufacturada con individuos de B. papyrifera que reintroducidos desde Asia a Hawai en

tiempos historicos (Gonzalez-Lorca et al., 2016; Pefiailillo et al., 2016).

La pieza BQUCTEO11 (Figura 39) es un fragmento principal de tapa de
aproximadamente 3 cm x 7 cm que no presente decoracion. A partir de esta
pieza se realizaron 3 extracciones de ADN. Se amplifico exitosamente la '
region ITS-1 mediante ambas polimerasas, obteniendo en ambos casos

amplicones que fueron identificados como secuencias provenientes de

10

Impatiens amphta, especie nativa de los Himalaya. Esta especie no ha sido
reportada como fuente de fibra ni de pigmentos colorantes, por lo que es muy Figura 39: Pieza

probable que corresponda a una contaminacion proveniente del lugar enelcual BQUCHTEO11.
La etiqueta de esta
pieza indica:
caracterizar los extractos obtenidos con el marcador de sexo ni con los  ‘Bishop Museum?
Emory collection?’

se mantuvo guardada antes de ser sometida al analisis genético. No se logro

marcadores de SSR, aun luego de purificar dichos extractos. El resultado
obtenido a partir del analisis de esta pieza subraya la importancia de tomar precauciones para evitar la

contaminacion de estas piezas con ADN vegetal moderno.
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Esta pieza es la segunda méas antigua de la coleccidn disponible en esta tesis
(Figura 40). La pieza BQUCHTEOQ12 es un fragmento de tapa proveniente de
una coleccién privada de la isla de Samoa, a partir de la cual se realizé una

extraccion en triplicado. El andlisis de la region 1TS-1 identifico un amplicon

obtenido mediante KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase como una secuencia

Figura 40: Pieza de B. papyrifera, que present6 una doble sefial en el sitio polimorfico relativo

BQUCHTEO12. La
etiqueta de esta pieza
indica: ‘Tapa 1880- resultado sugiere la presencia de al menos dos individuos genéticamente
1900 American
Samoa Coll. Tricia
Allen’ No se logro caracterizar los extractos obtenidos mediante el marcador de sexo,

203, prevaleciendo la variante polinésica por sobre la variante asiatica. Este

diferentes en la elaboracién de esta pieza o de una heterocigosis para este sitio.

incluso luego de su purificacion. Sin embargo, esta pieza se caracterizd con cuatro de los 10 marcadores
de SRR. El marcador Bro 13 indicé la presencia de tres alelos, de los cuales dos se detectaron
anteriormente en material contemporaneo y de herbarios de B. papyrifera, lo que ademas apoya la
hipotesis de la presencia de dos individuos genéticamente diferentes en la elaboracion esta tapa. Los
alelos 239 y 245 encontrados se han observado anteriormente en muestras contemporaneas masculinas
de Hawai y Vietnam, mientras que el alelo 249 también detectd en la pieza BQUCHTEOQ04 analizada en
esta tesis. EI marcador Bro 15 indico la presencia de los alelos 163 (no detectado anteriormente) y 241
(detectado en muestras modernas de Tonga, Rapa, Tahiti y Marquesas, y en muestras de herbario de
Niue, Rapa y Marquesas). Los alelos observados en el marcador Bropap 2801 (124) y Bropap 26985
(276) no se habian detectado anteriormente, y se encuentran fuera del rango de alelos observados de
estos marcadores. El analisis de estos cuatro SSR en conjunto con el analisis de ITS-1 indica la presencia
de un componente asiatico y polinésico en los extractos de ADN de esta pieza, pero no fue posible

realizar un analisis mas acabado con esta informacion.

Las piezas BQUCHTEO13, BQUCTE014, BQUCHTEO015, BQUCHTEO16 y BQUCHTEOQL7 son parte
de diferentes zonas de una gran pieza de tapa (Figura 41) encontrada en un contexto arqueolégico en
una caverna de la isla rocosa Agakauitai, perteneciente al Archipiélago Gambier, Polinesia Francesa.
Esta pieza fue datada mediante rC**, indicando que fue elaborada entre 1760 y 1810, es decir, en un
periodo anterior al contacto europeo con el Pacifico (Seelenfreund et al., 2016) La pieza BQUCHTE

017 corresponde a una muestra de la corteza que envolvia esta gran tapa.

69



Figura 41: Tapa funeraria encontrada en el afio 2010 en una cueva de la isla Agakauitai, archipiélago de Gambier.

Parte de los andlisis realizados en esta tesis de estas piezas se encuentran publicados (Seelenfreund et
al., 2016). En rigor, las muestras BQUCHTEO13, BQUCHTE(014, BQUCHTEOQ15 y BQUCHTEOQ16
corresponden a replicados de la misma pieza, pero durante los analisis realizados se trataron como piezas
totalmente independientes. A continuacion, se presentaran los resultados encontrados por marcador
encontrados en estas cuatro piezas. A modo de resumen, en la Figura 42 se muestra un mapa integrativo
donde se muestra la relacion de los alelos encontrados en esta pieza con los alelos encontrados en

muestras contemporaneas y de herbario de B. papyrifera.

La pieza BQUCHTEO013 se extrajo en triplicado y se amplificd exitosamente la region ITS-1 mediante
ambas polimerasas. Uno de los amplicones obtenidos utilizando el sistema KAPA, fue identificado como
secuencia proveniente de B. papyrifera, mientras que los demas amplicones se identificaron como
secuencias provenientes de Lagenaria siceraria (zapallo), Leontodon tingitanus y Aspergillus fumigatus
(hongo), especies que en ningun caso son fuente de fibra. No fue posible tipificar el sitio polimérfico
relativo 203. El marcador de sexo no amplifico, adn luego de purificar los extractos, mientras que se
caracterizaron siete de los 10 marcadores de SSR. El marcador Bro 08 indicé la presencia de un alelo no
detectado anteriormente en muestras contemporaneas ni de herbario (alelo 201), pero que sin embargo
encontré en muestras de herbario provenientes de las islas Salomdn analizadas en esta tesis. EI marcador
Bro 13 indico la presencia de cinco alelos diferentes (sugiriendo la presencia de al menos tres individuos
genéticamente diferentes durante la elaboracion de esta pieza), los cuales no se han observado
anteriormente en material contemporaneo, ni de herbario. EI marcador Bro 15 indicé la presencia del
alelo 240, detectado anteriormente en muestras contemporaneas de Tonga, Rapa, Tahiti, Marquesas e

individuos femeninos de Hawai, y en material de herbario proveniente de Niue, Rapa y
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Figura 42: Mapa integrativo de los alelos encontrados en la tapa arqueoldgica. Las fechas indican las localidades en las que anteriormente se encontraron los

alelos detectados en la tapa arqueoldgica, tanto con material contepordneo como de herbario de B. papyrifera.
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Marquesas. El marcador Bropap 2214 indico la presencia del alelo 247, detectado anteriormente como
homocigoto en muestras contemporéaneas de Taiwéan. EI marcador Bropap 2801 indicé la presencia del
alelo 176, presente también en material moderno de Taiwan, y el alelo 222 no observado anteriormente.
Con el marcador Bropap 20558 se observaron cuatro alelos no encontrados anteriormente, de los cuales
uno, el alelo 230, se detectd en la pieza BQUCHTEOQO04 y en una muestra de herbario analizada en esta
tesis proveniente de las islas Salomdn. Con el marcador Bropap 25444 se observo el genotipo 203/207
encontrado en herbarios provenientes de Rapa Nui y en muestras modernas de Samoa. Ademas, se

observaron tres alelos adicionales, no detectados anteriormente.

La pieza BQUCHTEO14 se extrajo en triplicado y se amplificd exitosamente la regién ITS-1 mediante
ambas enzimas. Uno de los amplicones obtenidos utilizando la polimerasa KAPA HiFl Hotstart, fue
identificado como secuencia proveniente de B. papyrifera, observandose ambas variantes debido a una
doble sefial en la secuencia (y predominando la variante polinésica por sobre la asiatica). EI otro
amplicon obtenido se identificO como secuencia proveniente de Citrus maxima. El marcador de sexo no
amplifico aun luego de purificar los extractos, mientras que al igual que la pieza anterior, se
caracterizaron siete de los 10 marcadores de SSR. El marcador Bro 08 indico la presencia de alelo 227,
detectado anteriormente como genotipo de plantas contemporaneas de Japon y muestras de herbario de
Nueva Zelanda y Santiago, ademas de muestras contemporaneas provenientes de Raiatea, Rapa Nui,
individuos femeninos de Hawai. El marcador Bro13 detectd la presencia de cuatro alelos, de los cuales
tres son iguales a alelos detectados Unicamente en la pieza BQUCHTEOQ13. El marcador Brol5 presentd
los alelos 240 (detectado en la pieza BQUCHTEO13) y 251 (no detectado anteriormente). Los
marcadores Bropap 2214, Bropap 2801 y Bropap 20558 presentaron de cuatro alelos no observados
anteriormente en cada marcador (dos de los cuatro alelos en Bropap 2801 se detectaron en
BQUCHTEO013). Con el marcador Bropap 25444 se observaron los alelos 167/198/203/207/227, de los

cuales tres también se detectaron en la muestra BQUCHTEO013.

La pieza BQUCHTEOQ15 se extrajo en triplicado y también se amplifico exitosamente la region ITS-1
mediante ambas enzimas. Uno de los amplicones obtenidos utilizando la polimerasa GoTag G2, se
identifico como secuencia proveniente de B. papyrifera, observandose claramente la variante asiatica.
Las otras secuencias analizadas indicaron la presencia de ADN de Solanum lycopersicum (tomate), C.
sempervirems (Ciprés) y F. sylvatica. EI marcador de sexo no amplificd, ain luego de purificar los

extractos. Sin embargo, se analizaron exitosamente nueve de los 10 marcadores de SSR.

Los genotipos encontrados con los marcadores Bro 08 (213/213) y Bro 13 (241/241) se habian

observado anteriormente en plantas contemporaneas de Vietnam y muestras de herbario de las islas

72



Salomdn, mientras que con el marcador Bro 15 se encontraron siete alelos putativos no observados
anteriormente en muestras contemporaneas ni de herbario; sin embargo, se detectd también el alelo 240
encontrado en las muestras BQUCHTEO13 y BQUCHTEO14 y en plantas contemporaneas de Tonga,
Rapa, Tahiti, Marquesas e individuos femeninos de Hawai, y en material de herbario proveniente de
Niue, Rapa y Marquesas. El marcador Bropap 2214 indic¢ la presencia de cinco alelos diferentes, de los
cuales tres se habian observado anteriormente en muestras contemporaneas y de herbario (alelo 250
visto en muestras contemporaneas masculinas de Hawai, Japon y China, alelo 258 detectados en
muestras contemporaneas de China, Taiwan y Vietnam, y alelo 239 en Vietnam). Con el marcador
Bropap 2801 se observaron cinco alelos nos detectados anteriormente, de los cuales dos (176 y 222) se
observaron también en BQUCHTE013 y BQUCHTEOQ14. En el marcador Bropap 20558 se observaron
siete alelos diferentes, de los cuales sélo uno se habia detectado en material contemporaneo de Fiji y en
material de herbario de Samoa. El marcador Bropap 25444 presento cuatro alelos diferentes, de los
cuales sélo se habia detectado uno en plantas contemporaneas de China y Taiwan. Bropap 26985 indicd
la presencia del alelo 201, detectado anteriormente como genotipo contemporaneo de China, Taiwan y
Vietnam. Finalmente, se observo el alelo 118 con el marcador Bropap 30248, encontrado como

homocigoto en muestras contemporaneas de Vietnam.

La pieza BQUCHTEOQ16 también se extrajo en triplicado y se amplifico exitosamente la region I1TS-1
mediante ambas polimerasas. Uno de los amplicones obtenidos con la enzima GoTaq G2, fue
identificado como secuencia proveniente de B. papyrifera, observandose claramente la variante
polinésica. Por otra parte, otro amplicon obtenido utilizando la polimersas KAPA también se identifico
como secuencia de B. papyrifera, pero presentd una doble sefial en el sitio polimorfico relativo 203, con
una prevalencia de la variante polinésica. Las otras secuencias analizadas indicaron la presencia de
ADN de S. lycopersicum (tomate), Triticum sp y A. fumigatus. EI marcador de sexo no amplificd, aun

luego de purificar los extractos, pero se analizaron seis SSR exitosamente.

El marcador Bro 08 indico la presencia de los alelos 213 y 227 observados anteriormente en las muestras
BQUCTEO015 y BQUCHTEO14, respectivamente. EI marcador BR013 indicé la presencia de seis alelos
nos detectados anteriormente, de los cuales solo dos también se observaron en la muestra
BQUCHTEO014. Bro 15 indico la presencia de cinco alelos, de las cuales tres ya se habian detectado
anteriormente; uno de ellos es 240, encontrado también en las muestras BQUCHTEOQO13 vy
BQUCHTEO014, mientras que el alelo 230 se ha observado en plantas contemporaneas de China y Japén,
y el alelo 232 en individuos contemporaneos masculinos de Hawai. Con el marcador Bropap 2214 se

observaron dos alelos no detectados anteriormente, mientras que con Bropap 2801 se observaron tres
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alelos nos detectados anteriormente, de los cuales dos (176 y 222) se observaron también en las muestras
BQUCHTEO13, BQUCHTEO14 y BQUCHTEOQ15. Finalmente, en el marcador Bropap 20558, se
observaron cuatro alelos, de los cuales sélo el alelo 240 ha sido detectado en la mayor parte de las

muestras asiaticas y polinésicas analizadas anteriormente con este marcador.

En resumen, el analisis de estas cuatro piezas antiguas permite afirmar que existe un alto componente
asiatico en la tapa funeraria, confirmado tanto mediante el analisis de la region ITS-1 como de 10 SSR,
lo que ademas sugiere que en pasado existié una mayor diversidad genética en esta zona del Pacifico.
Las otras especies identificadas mediante el marcador ITS-1, no se han reportado como fuente de fibra
ni colorante y seguramente es ADN contaminante que estaba presente en las piezas antes de la extraccion
y analisis genético.

La pieza BQUCHTEOQ17, correspondiente a la corteza encontrada junto a la tapa funeraria, sélo se
caracterizo mediante I1TS-1, identificAndose la secuencia como A. fumigatus, especie de hongo presente

comunmente en el ambiente.
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6 Discusion.

En esta tesis se plante6 el objetivo de extraer ADN a partir de textiles etnogréaficos antiguos provenientes
de las islas del Pacifico, elaborados a partir de corteza vegetal, para posteriormente realizar una
caracterizacion genética que involucro dos etapas: en primer lugar, la amplificacion de la region ITS-1
(utilizado como marcador DNA barcording) para identificar la especie fuente de las fibras con las cuales
se elaboraron estas piezas textiles y en segundo lugar, la caracterizacion genética de las fibras
identificadas como B. papyrifera mediante la amplificacién de un marcador de sexo y 10 marcadores
SSR.

Para la realizacion de esta tesis, se contd con 17 muestras de textiles etnograficos antiguos de diferentes
islas del Pacifico. Dado que estas piezas son Unicas, para la estandarizacion del método de extraccion de
ADN Yy de caracterizacion genetica se utilizaron como muestras de prueba seis muestras del mismo tipo
de textil etnogréafico contemporaneo elaboradas a partir de fibras de B. papyrifera. Ademas, se agregaron
51 muestras de 49 herbarios de B. papyrifera con el fin de aumentar la informacion de material de

herbario con el cual contrastar los datos obtenidos.

De manera general, se extrajo exitosamente ADN a partir de casi todas las muestras antiguas utilizando
un método manual modificado de Lodhi et al. 1994. El analisis genético de las piezas se realizd
utilizando los marcadores ITS-1, 10 SSR y un marcador de sexo, lo cual hasta donde sabemaos, representa

el primer trabajo realizado con muestras de esta naturaleza.

Se comenzara esta discusion comentando los resultados obtenidos en material de herbario, debido a que
es un material de trabajo del cual ya se tenia experiencia en el laboratorio. Por otra parte, la adicion de
herbarios en esta tesis se realizd sélo con el fin de tener mas informacién con la que comparar los

resultados de tapa etnografica antigua.

6.1 Extracciony caracterizacion de ADN obtenido de muestras de herbario de B.
papyrifera.

Los extractos de ADN obtenidos a partir de material de herbario mediante el protocolo de extraccion
estandarizado en material de prueba de tapa, en general presentaron una mayor concentracion de ADN
que la informada por Payacan (2015), lo que confirma que un mayor tiempo de incubacion de las
muestras con el tampdn de extraccion aumenta el rendimiento de extraccion. Esto se observd mediante

electroforesis en geles de agarosa al 0,8% utilizados para analizar la integridad del ADN obtenido.
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La caracterizacion mediante los marcadores moleculares ITS-1, sexo y 10 microsatélites fue exitosa para
la mayoria de las muestras ensayadas. La region ITS-1 se ensay0 en 23 muestras de herbarios
seleccionadas, siendo exitosa la amplificacién de este marcador en 21 muestras. Por otra parte, la
tipificacion del sitio polimérfico relativo 203 fue exitosa en 19 de las 21 muestras amplificadas. Las
muestras provenientes de Hawai presentaron una heterocigosis en este sitio, al igual que la inica muestra
de Nueva Guinea analizada en esta tesis. Anteriomente no se habian caracterizado muestras de herbario
provenientes de Hawadi, sin embargo, se informé el hallazgo de la variante G en la Unica muestra de
Nueva Guinea analizada (Payacan, 2015). Su ubicacion geogréafica (en Oceania Cercana) puede explicar

la presencia de ambas variantes en dicha muestra.

Se ha informado la reintroduccidn reciente de B. papyrifera desde Asia a Hawai (Gonzalez-Lorca et al.,
2015; Penailillo et al., 2016), lo que en parte puede explicar la presencia de ambas variantes en estas
muestras. Sin embargo, Olivares (2016) ha informado que las poblaciones de plantas de B. papyrifera
femeninas (primera introduccion desde Polinesia) y las poblaciones masculinas (re-introducciones
recientes desde Asia), son poblaciones que se diferencian completamente mediante SSR, segun el
analisis bayesiano de estructuras de poblaciones. En este trabajo, se observo que la poblacién masculina
de Hawai comparte en un 100% los genotipos asiaticos, mientras que la poblacién femenina comparte

en un 100% los genotipos polinésicos.

El analisis con el marcador de sexo Male Marker tipificé a las muestras de Hawai seleccionadas como
femeninas. La seleccion de las muestras de herbario de Hawai se realiz6 dando prioridad a las muestras
provenientes de localidades de las cuales no se poseen muestras contemporaneas hawaianas, es decir, de
las islas més alejadas de la isla principal del archipiélago de Hawai. El hallazgo de individuos femeninos
en estas localidades sugiere que en estas islas las poblaciones de B. papyrifera corresponden a
poblaciones antiguas introducidas en tiempos remotos. Con fines comparativos, es necesario estudiar
muestras de herbario provenientes de las islas principales de Hawai para evaluar la presencia de

indiviuos masculinos que introducidos desde Asia.

Las muestras de Fiji, Nueva Guinea y una de las muestras de las Islas Salomon se tipificaron como
femeninas. Una de las muestras de las Islas Salomén no se logré tipificar, incluso al ensayar el protocolo
redisefiado del marcador de sexo que permite la obtencion de fragmentos mas cortos. Estos resultados
apoyan lo sugerido por Penailillo et al. (2016), acerca de una seleccion de plantas femeninas de B.

papyrifera introducidas en Oceania Remota.

El andlisis de SSR en las 23 muestras seleccionadas de herbario en general indicé la presencia de alelos
observados con anterioridad, tanto en muestras de herbario como material contemporaneo. Por otra
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parte, la muestra de Nueva Guinea analizada indico la presencia de los genotipos comunes para Polinesia
en la mayor parte de marcadores SSR estudiados. Esta es informacion de interés, pues corresponde a
Oceania Cercana. En la Tabla 9 se resumen los alelos nuevos encontrados, principalmente en las Islas
Salomon. Estos alelos probablemente reflejan una diversidad genética proveniente de Asia, pues las
muestras de herbario de estas islas corresponden a introducciones relativamente recientes (Chang et a.l,
2015).

6.2 Extraccion de ADN a partir de piezas de textil etnogréafico antiguo.

La extraccion se realizo en el laboratorio de ADNa de la Dra. Elizabeth Matisoo-Smith, siguiendo los
criterios de trabajo con ADNa publicados por diversos autores (Cooper y Poinar, 2005; Gilbert et al.,
2000) entre los que se destacan la inclusion de controles de extraccion y controles negativos de
amplificacion y la utilizacion de reactivos dedicados exclusivamente el trabajo con ADNa.

La extraccion de ADN del material antiguo de tapa etnografica y de herbario se realizo en base a la
estandarizacion del protocolo de extraccion de ADN de muestras de prueba de tapa contemporanea. Esta
optimizacion (respecto al protocolo publicado por Moncada et al., 2013) involucré un aumento del
tiempo de incubacion con el tampon de extraccion, un aumento del volumen del tampdn utilizado para
la extraccion, incorporacion de agitacion durante la incubacion con el tampon de extraccion y una

estandarizacion respecto a la cantidad de tapa utilizada para realizar la extraccion.

Cabe destacar que en todo este proceso de optimizacion del protocolo de extraccion y amplificacion de
ADN a partir de muestras contemporaneas de tapa, hubo problemas importantes de contaminacion en
los controles de extraccion y amplificacion. Aunque esta estandarizacion se realizo incluyendo algunas
de las medidas de prevencion de contaminacion de los protocolos de trabajo con ADNa (como la
utilizacion de overol de trabajo, la limpieza de utensilios y superficies con cloro, extraccion de ADN en
un lugar diferente del cual se realizan reacciones de amplificacién y la utilizacion de reactivos dedicados
a estas muestras para la reaccion de PCR) no fue posible evitar dicha contaminacién, probablemente
debido a que se utilizaron los mismos reactivos que para la extraccion de ADN contemporaneo. Estos
problemas desaparecieron al realizar la extraccion de ADN en el laboratorio de ADNa de la Dra.
Matisoo-Smith, lo cual confirma y enfatiza la importancia de trabajar siguiendo los protocolos de trabajo
con ADNa.

Para evaluar la calidad del ADN obtenido, se utilizaron tres criterios:
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- La cantidad de ADN extraido, cuantificando el material genético obtenido mediante un método
espectrofotométrico (absorbancia a 260 nm) y un método fluorimétrico (agente intercalante
PicoGreen)

- La pureza del ADN obtenido, mediante la razén 260 nm/280 nm

- La integridad del ADN extraido, mediante el analisis electroforético en geles de agarosa al 0,8%.

La cuantificacion del ADN obtenido de las piezas de textiles antiguos mediante el sistema comercial
Quanti-iT PicoGreen® dsDNA Assay Kit dio como resultado concentraciones negativas de ADN. Este
meétodo de cuantificacion se basa en la intercalacion de los anillos aromaticos principales del reactivo
Picogreen entre las bases nitrogenadas de las hebras de ADN (Dragan et al., 2010). Esta interaccién
incrementa la fluorescencia del reactivo Piogreen mas de 1000 veces (Singer et al., 1997). Por tanto,
este método permite la cuantificacion del material genético de doble hebra presente en el extracto, con
un limite de deteccion inferior de 0,05 ng/uL (Dragan et al., 2010). Es probable que la cantidad de ADN
de doble hebra presente en los extractos de ADN de las piezas de tapa etnografica antigua se encontraba
bajo el nivel de deteccion del método.

La cuantificacion mediante espectrofotometria se realiz0 midiendo la absorbancia a 260 nm dio
resultados positivos de concentracion de ADN para estas muestras, con concentraciones entre 4,5 ng/uL
— 1167 ng/uL. Esta metodologia se basa en la absorbancia que presentan las bases nitrogenadas del ADN
a 260 nm. El problema que presenta esta técnica es que mide la absorbancia de toda molécula presente
en el extracto que absorba a 260 nm, entre las que se pueden encontrar nucleotidos y bases nitrogenadas
libres, metabolitos secundarios vegetales, aminoacidos, pigmentos que contengan anillos aromaticos,
etc. Por este motivo las concentraciones obtenidas mediante este método pueden estar sobreestimadas
hasta en tres 6rdenes de magnitud, debido a la presencia de interferentes coloreados extraidos junto con
el material genético (Payacan, 2015). Esto se comprueba al observar que los extractos coloreados
obtenidos de las muestras de tapa etnogréfica antigua cuantificados por absorbancia presentan una

mayor concentracion aparente de ADN.

La pureza del ADN obtenido se evalu6 mediante la razdn 260nm/280nm. Las razones entre 1,8-2,0 se
consideran éptimas, mientras que aquellas que estan bajo 1,8 indican la co-extraccién de proteinas
metabolitos secundarios y pigmentos. Una razén de absorbancia mayor a 2,0 generalmente se atribuye
a preparaciones con presencia de ARN. De los 42 extractos evaluados, s6lo el 19% de los extractos
presento una razon 260 nm/280 nm dentro de los parametros esperados; el 10% presenté una razén sobre
2,0, mientras que el 71% restante de los extractos presentd una razén bajo 1,8. La baja exactitud de la

técnica, como se indico anteriormente, puede explicar los resultados obtenidos. Dada la antigiiedad de
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estos textiles, la probabilidad de co-extraccion de ARN es casi nula, lo que invalida los resultados de los
extractos que presentaron una razon sobre 2,0. Dado que estos textiles son elaborados a partir de corteza,
es probable que durante la extraccién de ADN se haya co-extraido azlcares y proteinas, lo que explica
el gran porcentaje de muestras con una razon bajo 1,8. La evaluacion de la pureza mediante la razon 260
nm/280 nm se sugiere s6lo como herramienta complementaria al estudio de la calidad de los extractos
de material genético obtenido. Por otra parte, estos resultados no son sorprendentes, considerando el

origen y el procesamiento al cual se sometieron estas piezas durante su elaboracion.

La integridad del ADN obtenido se evalu6 mediante electroforesis en geles de 0,8% de agarosa.
Mediante esta técnica, es posible evaluar el grado de degradacion de material genético extraido. El ADN
gendmico obtenido a partir de fuentes que permiten la extraccion de ADN integro y de buena calidad,
presenta perfiles electroforéticos que indican la obtencién de ADN de alto peso molecular. Los perfiles
electroforéticos obtenidos de los extractos de tapa antigua indicaron la presencia ADN altamente
fragmentado y degradado, en concordancia con lo esperado, dado la fuente de obtencion del mismo. Esta
evaluacion es importante, porque ademas indica la presencia de ADN en el extracto y que éste

corresponde a ADNa.

Para el trabajo con ADNa, el criterio de calidad mas importante corresponde a la prueba de funcionalidad
del mismo, la cual consiste en corroborar la amplificabilidad de la muestra con los diferentes marcadores
moleculares utilizados para su caracterizacion genética. La concentracion de ADN, la pureza, y la
integridad del ADN de los extractos no son factores determinantes, pues es crucial la eleccion de los
marcadores moleculares, que generen amplicones de tamafios menores a 370 pb. Sin embargo, las
mediciones habituales de concentracién y pureza son importantes para guiar las pruebas de
amplificabilidad, ya que permiten prever los problemas que pueden ocurrir en la amplificacion mediante
PCR.

6.3 Caracterizacion genetica de las muestras de ADN obtenidas a partir de tapa
antigua etnografica.

Las herramientas utilizadas para caracterizar el ADN obtenido a partir de muestras antiguas deben tener
en cuenta que el ADNa generalmente presenta una alta degradacion y dafio en sus secuencias, por lo que
no es adecuado para la caracterizacidon mediante técnicas que utilicen enzimas de restriccion como el
AFLP o regiones del genoma de mas de 400 pb. Los marcadores moleculares de menos de 400 pb han
sido ampliamente utilizados para caracterizar ADNa, entre los que destacan SSR, secuencias cortas de
ADNr como la region ITS-1 (Szabo et al., 2005) y zonas polimorficas de ADNmt y ADNcp de fuentes

animales y vegetales, respectivamente (Marota et al., 2002; Matisoo-Smith y Robins, 2004).

79



En esta tesis se utilizaron tres tipos de marcadores moleculares que nos permitieron obtener informacion
a tres niveles diferentes. En primer lugar, se utiliz6 el marcador 1TS-1 como marcador tipo DNA
barcoding, es decir como una secuencia de ADN que permite identificar la especie fuente del ADN
extraido a partir de tapa etnografica antigua. Luego se utilizé un marcador de sexo para determinar si
los ADN identificados como B. papyrifera provenian de individuos femeninos o masculinos.
Finalmente, se utilizaron 10 marcadores de SSR para evaluar la diversidad de los ADN identificados
como B. papyrifera. Los SSR, al evaluar la presencia de diferentes alelos en especies diploides, permiten
determinar la presencia de mas de un individuo en la contribucion de material genético. Todos estos
marcadores son secuencias cortas de entre 100 pb- 370 pb, por lo que son apropiados para caracterizar
ADNa.

No se observo una correlacion entre concentracion de ADN (medida por absorbancia), pureza y perfil
electroforético con la amplificabilidad de las muestras. Tampoco se observo una relacion directa entre
la antigiedad de la muestra y su amplificabilidad. Por ejemplo, las muestras BQUCHTEO013,
BQUCHTEO14, BQUCHTEO015 y BQUCHTEOQ16, provenientes de un contexto arqueoldgico datadas
mediante rC'* en 250 afios de antigiiedad (Seelenfreund et al., 2016) tuvieron un mejor indice de
amplificacion que muestras de menor antigtiedad presente en la coleccién. Tomando en cuenta el proceso
de elaboracion de tapa y que en cada isla éste presenta ciertas particularidades, es muy probable que la
amplificabilidad de los marcadores utilizados para caracterizar genéticamente tapa etnografica antigua
dependa del tipo de proceso utilizado para su manufacturacion y de la conservacion de la pieza en el

tiempo.

Para las reacciones de amplificacion de estos marcadores se incluyé la utilizacion de BSA, ampliamente
utilizado en reacciones de PCR para mejorar el rendimiento de la reaccidn. Se ha postulado que esta

proteina capturaria interferentes de la ADN Polimerasa Tag.

6.3.1 Evaluacion de la amplificabilidad de la region ITS-1.

Se estudid esta region utilizando dos sistemas comerciales para su amplificacién: KAPA HiFi HotStart
DNA Polymerase y GoTag G2® Flexi DNa Polymerase. La primera polimerasa se utilizd en el
laboratorio de ADNa de la Universidad de Otago, mientras que la segunda se utilizo en el laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad de Chile. Ambos sistemas permitieron la amplificacion de una
gran parte de las muestras, mostrando diferencias principalmente en la calidad de los electroferogramas
obtenidos. De manera general, la enzima GoTaqg permitié la amplificacion de un mayor nidmero de
muestras (71% de las muestras) que la enzima KAPA. Se amplificé exitosamente la region ITS-1 en el
70% de los casos. Solo la muestra BQUCHTEOO6 no se pudo amplificar (en ninguno de sus replicados).
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Para la amplificacion de algunas muestras fue necesario purificar el extracto de material genético
obtenido mediante el sistema comercial MiniElute PCR Purification Kit, lo que permitié aumentar a un

35% el nimero de muestras amplificadas.

Se compararon las secuencias obtenidas mediante la amplificacion de la region ITS-1 con cuatro
secuencias de la region ITS-1 de B. papyrifera depositadas en la base de datos del NCBI GenBank
(nimeros de acceso: HM623778.1, KT207496.1, AB604292.1, AY345156.1). Este ensayo fue muy
importante, dado que permitié a pesquisar contaminantes y descartar las muestras que no fueron
identificadas como ADN de B. papyrifera de los ensayos siguientes. De los 57 amplicones obtenidos
con este ensayo, el 40,3% fue identificado como ADN de B. papyrifera. El resto de las muestras se
identificaron como ADN de diversas especies, como Solanum lycopersicum, Morus yunnanensis,
Impatiens amphta, Aspergillus fumigatus y Glycine max, entre otras. En la literatura se tiene registro
del uso primordial de B. papyrifera como fuente de fibra para la elaboracion de tapa (Daniels, 2005), u
otras especies pertenecientes a la familia de las Moraceas como Artocarpus altitlis y Ficus sp. (Daniels,
2005). Algunas de las especies identificadas mediante este ensayo no son especies vegetales utilizadas
como fuente de fibra ni de colorantes usados en la decoracion de las mismas (como el tomate, el cacao,
o el girasol). Es muy probable que las piezas de tapa hayan estado en contacto con esas especies antes
de su caracterizacion genética, ya que son piezas que eran utilizadas en las islas del Pacifico en
ceremonias religiosas, como nacimientos o funerales, adornando paredes e incluso usadas para tapizar
el camino por donde se trasladan los reyes durante un matrimonio (Berker, 2002; Mesenhdller y Lueb,
2013), por lo que nunca fueron intencionadas para un uso aséptico o de laboratorio. Por otro lado,
después de haber sido adquiridas en sus lugares de origen, y antes de ingresar a las respectivas
colecciones de museos, pueden haber servido de alfombras, cobertores de camas o de manteles. Aunque
la contaminacién puede haber ocurrido luego de la toma de muestra y durante su almacenamiento
anterior a la extraccion de ADN, Seelenfreund et al., (2016), indican por ejemplo que la tapa
arqueoldgica encontrada en el archipiélago de las islas Gambier fue extendida sobre un meson de cocina
cuando fue encontrada. Uno de los extractos de ADN de las piezas de tapa perteneciente a esta tapa
arqueoldgica fue identificado como ADN de tomate mediante ITS-1. jQuién sabe si aquel dia los duefios
de casa tuvieron ensalada de tomate en la cena! Estas observaciones deben tomarse en cuenta al tomar

una muestra que potencialmente puede ser fuente de ADN para una posterior caracterizacién genética.

El marcador ITS-1 se ha utilizado para caracterizar genéticamente muestras contemporaneas de B.
papyrifera (Seelenfreund et al., 2011). El trabajo reporté la presencia de un sitio polimorfico en la

posicion relativa 203 que separaba muestras provenientes de Taiwan y Santiago (variante G) de las
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muestras de Oceania Remota (variante T). Este marcador también se utilizé para analizar muestras de
herbario de B. papyrifera de aproximadamente 100 afios de antigliedad, que le permitid observar ambas
variantes sin detectar diversidad genética intra-Polinesia (Payacéan, 2014). Por otra parte, Olivares (2016)
reportd la presencia de otro sitio polimérfico en la posicion relativa 99 que separaba muestras
contemporaneas de China y Hawai (variante T) del resto de las muestras (variante C).

Las secuencias identificadas como ADN de B. papyrifera se analizaron para identificar la presencia de
estos polimorfismos. No se detectd el polimorfismo en la posicion relativa 99 informado por Olivares,
(2016) en ninguna de las secuencias analizadas. Por otra parte, el analisis del sitio polimérfico de la
posicion relativa 203 se realizd exitosamente en el 91% de las secuencias identificadas como B.
papyrifera. Solo dos muestras no se lograron tipificar debido al alto ruido de fondo de los
electroferogramas. Cabe mencionar que estas dos secuencias se obtuvieron utilizando la enzima KAPA
HiFi Polymerase. El 18% de las secuencias fueron tipificadas s6lo mediante el analisis de la secuencia
ITS-C (antisentido).

Un 40% de las secuencias presentaron una doble sefial en este sitio polimérfico, en general presentando
sefales de intensidades diferenciales, con predominio de una variante por sobre la otra (en general, la
sefial de la variante T predominaba por sobre la sefial de la variante G). Salvo excepciones, los replicados
de las muestras eran consistentes entre si. Como se ha mencionado anteriormente, estos resultados
indican presencia de heterocigosis o que la pieza de tapa fue elaborada a partir de mas de un individuo
de B. papyrifera. Para responder esta pregunta, es crucial el analisis mediante marcadores SSR. La
variante asiatica encontrada en estas piezas podria indicar que en el pasado llegaron a estas islas
individuos de B. papyrifera con genotipos que actualmente so6lo encontramos en la zona nativa de esta

especie (Seelenfreund et al., 2011).

El analisis visual de los electroferogramas obtenidos sugiere la presencia de varias secuencias en el
amplicon. La utilizacién de secuenciacion masiva, particularmente de la tecnologia Illumina, podria
ayudar a identificar todas las secuencias ITS-1 presente en los extractos. Esta metodologia se basa en el
uso de pequefias secuencias templado (100-150 pb) que son secuenciadas mediante la utilizacién de
dNTP fluorescentes, a las cuales se les afiade una secuencia corta para identificarlas (Rizzi et al, 2012).
La ventaja de esta metodologia, es que evitaria obtener secuencias con una doble sefial en el sitio
polimérfico relativo 203 y ademas permitiria cuantificar el niUmero de secuencias que presenta la
variante polinésica o asiatica, logrando estimar el ‘porcentaje’ de componente asiatico o polinésico en

cada muestra.
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6.3.2 Amplificabilidad del marcador de sexo Male Marker.

Durante el desarrollo de esta tesis se redisefid el ensayo del marcador de sexo estandarizado por
Penailillo et al. (2016). Este ensayo contempla la amplificacion de un fragmento de 420 pb presente
tanto en individuos femeninos y masculinos y otro fragmento de 273 pb presente solo en individuos
masculinos. Debido a la naturaleza de los extractos de ADN obtenidos en esta tesis a partir de tapa
etnografica antigua y a la baja probabilidad de amplificar un fragmento de 420 pb a partir de ADNa, se
redisefiaron los partidores de este ensayo de manera de distinguir entre muestras femeninas y masculinas

amplificando fragmentos méas pequefios, de 300 pb y 165 pb, respectivamente.

Se estudiaron los 22 extractos identificados como ADN de B. papyrifera con este ensayo redisefiado del
marcador de sexo, siendo posible amplificar s6lo 3 extractos, que corresponden al triplicado de la
muestra BQUCHTEOQO4. Esta muestra fue tipificada como femenina.

Este marcador de sexo fue obtenido mediante AFLP por Wang et al. (2011), y hasta la fecha no se
dispone de informacidn acerca de su ubicacion en el genoma de B. papyrifera. Debido a que no hay
mayor informacion acerca de este marcador, no es posible justificar explicar el bajo porcentaje de

amplificacion de este marcador a la secuencia o posicion de este marcador en el genoma.

6.3.3 Amplificabilidad de 10 marcadores de SSR.

Mediante el analisis de 10 marcadores de SSR en muestras de tapa antigua se identificaron 74 alelos no
observados anteriormente en material contemporaneo ni de herbario. Estos nuevos alelos se encontraron
con los marcadores Bro 08, Bro 13, Bro15, Broapa 2214, Bropap 2801, Broapa 20558, Bropap 25444 y
Bropap 26985.

Los marcadores Bro 07, Bropap 26985 y Broap 30248 fueron los mas dificiles de ensayar y analizar, ya
que se obtuvo un niamero reducido de amplicones con estos marcadores y ademas muchos de ellos no
presentaron informacidn legible luego del analisis mediante electroforesis capilar. Para todos los ensayos
de SSR de esta tesis se utilizd la enzima GoTaq G2® Flexi DNa Polymerase. En un trabajo previo
realizado con muestras de herbario en nuestro laboratorio, se indica que para el ensayo de muestras
dificiles de amplificar se utilizé la polimerasa GoTaqg® G2 Hot Start (Payacan, 2015). Seria interesante

volver a ensayar las muestras dificiles utilizando esta polimerasa.

El estudio de los alelos observados en las piezas de tapa antigua, permitio identificar alelos detectados

anteriormente en material contemporaneo y de herbario provenientes de Asia en la pieza encontrada en
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la isla de Agakauai (archipiélago de Gambier), y en las piezas elaboradas en las islas de Fiji, Samoa,
Hawai y Nueva Guinea. En los trabajos realizados anteriormente por nuestro grupo en muestras
contemporaneas (Pefailillo, 2014 y Olivares, 2016), y en material de herbario (Payacan, 2015) se ha
observado una diversidad genética relativamente restringida, en comparacion a los alelos y genotipos
encontrados en la zona asiatica y en los individuos masculinos de Hawai (Payacéan, 2015; Olivares,
2016). Los nuevos alelos encontrados, en conjunto con el fuerte componente asiatico encontrado en
algunas piezas de tapa antigua, sugieren que en pasado hubo una mayor diversidad alélica en el Pacifico
de la que se observa actualmente.

Nuestro grupo ha evaluado también la transferibilidad de los marcadores de SSR utilizados en esta tesis
a otras especies de la familia de Moraceas (manuscrito en preparacion). Los resultados de este trabajo
indican que no se encontro transferibilidad de estos marcadores en muestras de Broussonetia kazinoki,
Artocarpus altilis (arbol del pan) y especies de Morus, a excepcion del marcador Bropap 02214 que
presentd una baja transferibilidad con B. kazinoki. Ademas, el hallazgo de alelos que estan dentro del
rango de tamafio esperado, que sugiere que los fragmentos obtenidos a partir de los extractos de tapa

antigua provienen de ADN de B. papyrifera.

Como se observa en la Figura 43, que presenta un resumen integrativo de los alelos encontrados en 2
piezas de tapa etnografica antigua, no es posible asignar en forma inequivoca la regién de origen de
cada pieza en base a la integracion de la informacion genética de poblaciones actuales y de muestras de
herbario de B. papyrifera. La deteccion de alelos nuevos conjuntamente con alelos ya observados

anteriormente abre un paisaje genético mucho mas complejo de lo que esperabamos.

Como se ha mencionado anteriormente, es probable que la elaboracion de tapa involucre la utilizacion
de mas de un individuo genéticamente diferente de B. papyrifera. Esto se confirmd mediante la deteccidn
de mas de dos alelos con gran parte de los marcadores analizados. La deteccién de méas de dos alelos por
marcador impide asignar genotipos y por lo tanto analizar los resultados obtenidos mediante el analisis
de coordenadas principales y el analisis bayesiano de estructura de poblaciones (Payacan, 2015;
Pefiailillo, 2014) o mediante la contrucciones de redes de genotipos (Olivares, 2016). Esto dificulta el
andlisis de resultados, siendo complejo realizar una correlacién geogréfica entre los alelos encontrados
en las piezas de tapa antigua y los observados en material de herbario y contemporaneo. Sin embargo,

fue posible determinar la presencia de componentes asiaticos y polinésicos en las muestras estudiadas.
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Figura 43: Mapa integrativo de los alelos encontrados en dos piezas de tapa etnografica antigua. Las fechas indican las localidades en las que anteriormente
se encontraron los alelos detectados en la tapa arqueoldgica, tanto con material conteporaneo como de herbario de B. papyrifera.
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El nimero de muestras contemporaneas y de herbarios provenientes de Oceania Remota, analizadas con
la region ITS-1, el marcador de sexo Male Marker y los 10 SSR utilizados en esta tesis, es
considerablemente mayor al nUmero de muestras provenientes de la zona endémica (Asia) y Oceania
Cercana. Es necesario ampliar el nimero de muestras contemporaneas y de herbario de estas dos Gltimas
zonas analizadas con estos marcadores para evaluar la presencia de los alelos que se observaron en esta

tesis y que no se habian detectado anteriormente.

El anlisis de tapa etnogréfica antigua mediante este conjunto de marcadores ha permitido reconstruir
el pasado genético de B. papyrifera en Oceania, apreciandose una diversidad genética no reportada
anteriomente en material de herbario, ni contemporaneo. Esto reafirma la importancia del cuidado y
estudios de estas y cualquier tipo de pieza etnogréafica que pueda ser fuente de ADNa, pues son fuente

de informacion genética que nos abre caminos hacia el pasado.
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7. Conclusiones.

v

La extraccion de ADN a partir de tapas contemporaneas (muestras de prueba), permitio

establecer y optimizar las condiciones de extraccion de ADN a partir de esta matriz.

La extraccién de ADN de tapa etnogréfica antigua fue exitosa para el 100% de las muestras (17
piezas de entre 250 y 30 afios de antigiiedad). No se observo una correlacion entre la antigtiedad
de la pieza de tapa y la cantidad de ADN obtenido.

El andlisis genético del material obtenido mediante el marcador ITS-1 permitié determinar la
especie vegetal fuente de fibra a partir de la cual se elabor6 la pieza textil en estudio,
identificandose 13 de las 17 piezas como elaboradas a partir de B. papyrifera.

El analisis de la secuencia del marcador ITS-1 en la posicion relativa polimorfica 203 permitio
distinguir entre fibras provenientes de plantas con la variante “asiatica” o “polinésica”. En la
mayor parte de las muestras se determind la presencia de ambas variantes, a excepcion de una

pieza proveniente de Fiji, en la que se encontro solamente la variante asiatica.

El marcador de sexo Male Marker redisefiado no fue util paratipificar el ADN de las fibras de

piezas de textiles antiguos. Se tipifico un textil como proveniente de una planta femenina.

Es posible analizar genéticamente el material obtenido mediante marcadores SSR. El analisis
con 10 marcadores de SSR indicé la presencia de alelos detectados anteriormente en muestras
contemporaneas Yy de herbario de B. papyrifera. Sin embargo, ademas se encontraron 74 nuevos

alelos no observados anteriormente en material de herbario ni contemporaneo de B. papyifera.

El hallazgo de alelos nuevos, sugiere que en el pasado existio una mayor diversidad genética en
individuos de B. papyrifera en Oceania Remota de la observada en material de herbario y

contemporaneo.

En el estudio de muestras de herbario provenientes de las mismas islas o islas cercanas de las
cuales provenian las muestras de tapa antigua analizadas en esta tesis, se registraron mediante
SSR 9 alelos y 10 genotipos nuevos, no observado anteriormente en material contemporaneo ni

de herbario de B. papyrifera.

Los resultados de esta tesis confirman que es posible extraer y caracterizar ADNa proveniente
de piezas textiles antiguas, siendo éste el primer reporte hasta la fecha, de la extraccion y analisis

de ADN a partir de muestras antiguas de tapas etnograficas.
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Anexos

Anexo I.

Tabla 1. Muestras de tapa contemporénea de prueba: Cddigo de la muestra, isla
manufacturacion y etiqueta de la muestra.

SI: sin informacion

de procedencia, afio de

Cadigo Isla Afio Etiqueta
BQUCHTEO18| Tonga Sl Tapa Tonga
BQUCHTEOQO19| Samoa Sl Tapa Samoa

Hawaii
BQUCHTEO20| Hawai 2012 Modern Roen
Hufford 2012
Isla de
BQUCHTEO021 Pascua Sl --
BQUCHTED22| 'Stade S| -
Pascua
Marquesas
BQUCHTEO023 0 Samoa Sl --
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Anexo I1I.

Tabla I1: Muestras de herbario disponibles para la realizacion de esta tesis. Cédigo de la muestra, localidad e isla
de procedencia, recolector y afio de recoleccion.

cODIGO LOCALIDAD RECOLECTOR ANO
Main Hawaiian Islands Niihau
1 BISH57308 USA Foot of Mt on W side Stokes, J.F.G. 01-01-1912
Main Hawaiian Islands Lanai
2 BISH58345 USA Aukuu Hill, bench at foot Munro, G.C. 299 | 03-04-1914
Main Hawaiian Islands Hawaii
3 BISH58346 USA N.Kona, Puuanahulu Rock, J.F.C. 3663 | 06-17-1909
Main Hawaiian Islands Hawaii Fagerlund, G.O.
4 BISH58347 USA Kilauea, Apua 1214 11-01-1945
Main Hawaiian Islands Oahu Hatheway, W.H.
5 BISH58350 USA Kealia trail 976 06-25-1950
Main Hawaiian Islands Oahu
6 BISH58351 USA Honolulu, Kamehameha Rankin, P. 07-03-1936
Girls' School
Main Hawaiian Islands Molokai
7 BISH58352 USA Wawaia Valley, 2nd E Degener, O. 8688 | 06-27-1928
gulch
Main Hawaiian Islands Oahu Christophersen
8 BISH58355 USA central Lualualei, below P ' 06-29-1932
E. 3719
Kanehoa Valley 10
Main Hawaiian Islands Hawaii
9 BISH58357(m) USA Hookena Emory, K.P. 1272 | 04-14-1924
Main Hawaiian Islands Hawaii
10 BISH58357(f) USA Hookena Emory, K.P. 1272 | 04-14-1924
BISH58358 (p) | Main Hawaiian Islands Hawaii
11 (1) USA Hawaii (Wauke) Emory, K.P. 1 03-01-1924
BISH58358 Main Hawaiian Islands Hawaii
12 W) ) USA Hawaii (Puaaha) Emory, K.P. 1 03-01-1924
13 | BISH58360 Main Hawaiian Islands Kauai | oo 5 E 2380 | 02-14-1909
USA Halemanu
Main Hawaiian Islands Oahu
14 BISH58361 USA Punaluu Mt Rock, J.F.C. 1343 | 02-02-1909
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Anexo Il (continuacion)

Tabla I1: Muestras de herbario disponibles para la realizacion de esta tesis. Cadigo de la muestra, localidad e isla
de procedencia, recolector y afio de recoleccion.

USA Lualualei Valley

CODIGO LOCALIDAD RECOLECTOR |  ARO
15 | BISHsg3ez | M ananan lolends Kaual | pock, 1.F.C.2373 | 02-14-1909
16 | BISH583s3 | Main Ha"L‘J’%"Aarl‘(';l'Jz?ds Kauai | pock JF.C.2548 | 1909
17 | BiSHsg3s4 | MaIn Ha&"ggagl:ﬂjﬂds Lanai | punro, G.C. 046 | 03-04-1914
18 | BISH58368 Mai”J'SaXV%i\jZ?aLﬂgrl‘\iisoah“ Roi‘;’ojsg €| 04-01-1918
19 | BISH58370 | Main G'g"){a\'/:fa’:al'igl‘iz Lanal | \1unro, G.C. 136 | 07-16-1927
20 | BISHS58371 Muas'r‘AF\'z"r‘]’Z‘)'/':Pd'g'ta’;\?jrSear:‘/“ Caum, EL. | 01-04-1937
21 | BISH58375 MSiS”AH;‘g‘(’)ati is‘f”,\'/f’t"':‘)’r‘]d\jv'\‘siii::“ Stokes, JF.G. | 01-01-1912
22 | BISHsg37e | Main Hj‘é"zi 'flgr']f)'ﬁﬂﬁs Oahu Bryan, WA, | 12-02-1903
2 | ooy | Mo et o | ROt G| g0
24 | BISH58378 MaS‘SFA'a‘&’::L%’};iLa{‘/ﬁI'g;‘”ai Forbes, C.N. 92 | 06-01-1913

Main Hawaiian Islands Maui
25 BISH58380 USA East Maui, Makawao Degener, O. 8694 | 08-07-1927
District, Ulupalakua, near

26 | BISH58381 L'}gaA'”HF:ﬁ‘S’VZ;;”O']fEQSVZ fﬁ;‘g:l Degener, O. 8686 | 01-27-1929
27 | BISH58382 Main Hawaiian Islands Oahu | o oo0n0r o 8685 | 05-01-1932
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Anexo Il (continuacion)

Tabla I1: Muestras de herbario disponibles para la realizacion de esta tesis. Cadigo de la muestra, localidad e isla
de procedencia, recolector y afio de recoleccion.

cODIGO LOCALIDAD RECOLECTOR ANO
Main Hawaiian Islands Oahu
28 BISH58384 USA Hills E of Kawaihapai Degener, O. 8683 | 04-12-1931
Main Hawaiian Islands Molokai
29 BISH58385 USA Wawaia Valley, 2nd E Degener, O. 8688 | 06-27-1928
gulch
Main Hawaiian Islands Molokai
30 BISH58386 USA W of Nalapue Degener, O. 8637 | 06-30-1928
Main Hawaiian Islands Oahu
31 BISH58387 USA Kamanele Park, Honolulu Degener, O. 8682 | 09-30-1930
Main Hawaiian Islands Oahu
32 BISH99313 USA Honolulu, Kamehameha Grant, M.L. 7129 | 07-31-1934
Girls' School
33 | BISH161323 | New Guinea Papua New Guinea | Blackwood, B. | 3 57 1937
Near Ekua 260
Viti Levu Group Ovalau Fiji
34 BISH161324 Namuka-i-Lau, lowlands, even Bryan Jr., EH. 08-13-1924
: . 474
cultivated about village
35 | BISH161326 Fiji East coast smith, A.C. 1007 | %2010
Cakaudrove Fiji Yacata Island, Koroiveibau, D. v
36 BISH32928 Yacata Village 15559 02-04-1968
37 | BISH413708 Main Hawaiian Islands Oahu | o 300 1y 17646 | 11-08-1936
USA Kealia,
Main Hawaiian Islands Niihau
38 BISH415045 | USA Halulu Lake, N side, thicket | St.John, H. 22739 | 08-12-1947
in gulch
Main Hawaiian Islands Niihau
39 BISH415077 USA Haao Valley, on basalt cliff | St.John, H. 23638 | 04-01-1949
of small gorge
Guadalcanal Solomon Islands Krauss, N.L.H.
40 BISH416666 Guadalcanal, Horiara 1445 01-16-1977
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Anexo Il (continuacion)

Tabla I1: Muestras de herbario disponibles para la realizacion de esta tesis. Cadigo de la muestra, localidad e isla

de procedencia, recolector y afio de recoleccion.

USA Napoopoo

cODIGO LOCALIDAD RECOLECTOR ANO
Main Hawaiian Islands Oahu
41 BISH444278 USA Waianae Mts Bryan, L.W. s.n. 02-12-1941
Main Hawaiian Islands Oahu Christophersen,
42 | BISH445703 USA Hahaione Valley E. 1628 02-25-1931
Main Hawaiian Islands Hawaii
43 BISH451763 USA Punaluu Rock, J.F.C. 1304 | 02-05-1909
Main Hawaiian Islands Kauai
44 BISH451764 USA At the foot of Hanapepe Rock, J.F.C. 5848 | 09-28-1909
Valley
45 | BISH4s51765 | MainHawaiian Islands Kauai | oo 3 e - 1585 | 02-14-1909
USA Halemanu
46 | BISH451766 | Main Hawaiian Islands Kauai | oo e ¢ 1756 | 03-03-1909
USA Kaholuamanu
47 | BISHas1767 | ™MainHawaiian Islands Hawaii | oo 3 e ¢ 1312 | 02-09-1909
USA Punaluu
48 BISH505999 Guadalcanal So_lomon Islands Krauss, N.L.H. Mar-1985
Honiara 1801
49 | BISHeese2g | ™MainHawaiian Islands Hawail | .01 mc 1274 | 04-07-1924
USA Napoopoo
Cakaudrove Fiji Yacata Island; Koroiveibau, D.
50 BISH757984 Yacata Village 15560 03-01-1968
51 | BISH763194 | ™Main Hawaiian Islands Hawail | o 1\ 9973 | 04-07-1924




Anexo |11

Figura A. Curvas de calibracion utilizadas en la cuantificacion con Picogreen®.

Curva calibracion Picogreen
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Figura A.1. Curva de Calibracion utilizada en la cuantificacion de ADN mediante Picogreen para muestras
de prueba de tapa.
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Figura A.2. Curva de Calibracion utilizada en la cuantificacion de ADN mediante Picogreen para muestras
de tapa antigua.
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Anexo V.

Tabla 1 Secuencia de los seis nuevos partidores disefiados para el ensayo del marcador de sexo corto.

Partidor Secuencia Pb
Fw_BP_1 5'- CGGGAACTCCGTCATC-3' 16
Fw _BP_2 5'- CCCGTAACCGTGGATCTAAAAAGC-3 24
Fw _BP_3 5'- TGGATCTAAAAAGCCGTTCA-3 20
RC BP_1 5'- GATGACGGAGTTCCCG-3 16
RC BP_2 5'- GCTTTTTAGATCCACGGTTACGGG-3 24
RC BP_3 5'-TGAACGGCTTTTTAGATCCA-3' 20
RC RS18 5'- TGATGACGTTGACATGGC-3' 18
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Anexo V

Tabla IV. Concentracion, razon de absorbancia 260nm/280nm y rendimiento de las tres extracciones de las
muestras de tapa moderna.

NGmero [DNA] Rendimiento [DNA] Rendimiento
Codigo de PG* PG Abs** Abs™* Pureza
Extraccion| (ng/pL) (ng D.'.\IA/ my (ng/uL) (ng D.'.\IA/ mg | (260nm/280nm)
tejido) tejido)

1 - - 90,1 536 1,67
BQUCHTEO018 2 5 21 57,3 249 1,68
3 21,1 93 292,4 1283 1,95
1 - - 86,4 386 1,92
BQUCHTEO019 2 0 0 52,4 223 1,92
3 3,6 25 158 1097 2,67
1 - - 5,6 42 1,47
BQUCHTEO020 2 0,7 4 4,3 26 1,78
3 0 0 2,2 15 1,02
1 - - 11,3 70 1,68
BQUCHTEO021 2 1,4 3 10,2 23 1,8
3 0,2 1 260,3 656 6,43
1 - - 30,7 146 1,80
BQUCHTE022 2 1 3 39 98 2,49
3 1 3 102,1 267 1,78
1 - - 21,9 104 1,74
BQUCHTE023 2 0,8 3 20,6 63 1,89
3 1,1 5 11,5 54 2,01

1 - - 3,4 - -

CEl 2 -0,8 - 3 - -

3 -0,5 - -1,7 - -

1 - - 1,7 - -

CE2 2 -0,7 - 3,1 - -

3 -0,5 - -7,3 - -

*PG: Agente intercalante Picogreen®, ** Abs 260: Absorbancia a 260 nm,

coloreada
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Anexo VI

Tabla V. Concentracion, razén de absorbancia 260nm/280nm y rendimiento de las extracciones de tapa
moderna de BQUCHTEO19 a diferentes temperaturas y tiempos de incubacion.

Tiempo | Temperatura [?:gé] Renolllglento EA[\)sz*A’] Rerjgllazllfnto Pureza
incubacion O (ng/uL) (ng D_l_\IA/mg (ng/uL) (ng DNA/mg | (260nm/280nm)
tejido) tapa)

20 min 37 2,37 33 23,2 318 1,68
60 1,92 17 24,8 216 1,70
1h 37 2,46 14 33,5 195 1,65
60 1,87 18 31,2 306 1,80
37 2,21 24 20,6 226 1,71
3h 60 2,2 21 15,9 149 1,52
5h 37 2,57 15 30,4 176 1,73
60 1,86 20 13,6 148 1,55
ah 37 2,41 29 40,5 482 1,87
60 3,29 41 54 675 1,98
24 h 37 4,86 32 56 371 1,91
60 2,67 30 35,9 408 1,88
8h 37 1,98 12 20,6 121 1,80
60 6,15 77 70,5 881 1,95

*PG: Agente intercalante Picogreen®, ** Abs 260: Absorbancia a 260 nm
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Anexo VI

Figura B. Alineamiento de las secuencias obtenidas de la amplificacién de la region ITS-1 de ADN de tapas

contemporaneas. La punta de flecha roja indica el sitio polimorfico.
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Anexo VIII.

Tabla VI. Concentracion, razén 260nm/280nm y rendimiento de las extracciones de tapa antigua.

Extraccién 1 Extraccion 2 Extraccion 3
Abs Rendimiento Abs Rendimiento Abs Rendimiento
Muestra [nD'/\'AL] 260nm/ | (ng DNA E]D’/\'AI‘_] 260nm/ | (ng DNA/ [nD’/\'AI‘_] 260nm/ | (ng DNA/
g’ 280 nm | mg muestra) g 280 nm | mg muestra) g 280 nm | mg muestra)
BQUCHTEOO01 | 14,1 1,44 313 - - - - - -
BQUCHTEO02 | 11,6 1,56 155 11,7 1,6 195 - - -
BQUCHTEOQ03 | 55,2 1,55 657 104 1,56 615 - - -
BQUCHTEO04 | 28,2 1,97 313 94,8 2,09 810 10,8 1,9 135
BQUCHTEO05 | 84 1,56 195 - - - - - -
BQUCHTEO006 259 1,33 4544 4,2 1,79 114 - - -
BQUCHTEOQ007 | 29,5 1,97 321 29,1 1,88 331 26,3 1,9 231
BQUCHTEO008 | 192 1,36 1979 144 1,34 1619 180 1,34 1230
BQUCHTEO009 | 71,1 1,57 948 6,6 2,37 92 - - -
BQUCHTEO10 | 12,4 1,38 210 4,5 2,66 92 - - -
BQUCHTEO11 25 1,84 291 56 2,02 311 23,6 2,09 197
BQUCHTEO12 | 28,5 1,44 236 36,2 1,64 318 62,5 1,51 446
BQUCHTEO13 | 226,9 1,17 1445 114 1,38 1216 204 1,35 1076
BQUCHTEO14| 84 1,38 95 19,8 1,52 228 16,4 1,49 180
BQUCHTEO015 | 193,6 1,37 1713 225 1,36 1974 259 1,49 1715
BQUCHTE16 15,3 1,35 128 32,5 1,34 325 27,7 1,29 170
BQUCHTEO017 | 1167 1,36 4541 198 1,34 1771 53,2 1,32 512
CE -2.8 - - -0.7 - - -1.7

: Muestra coloreada Abs=Absorbancia
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Anexo I X

Tabla VII. Especies identificadas mediante la secuenciacion de la region ITS-1.

Muestra Sentido Especie E value % identidad
ITS-A llegible - -
BQUCHTEOO01_E1 OA
ITS-C llegible - -
ITS-A | Triticum petropavlovskyi 1f£f i 99
BQUCHTEO001_E1 BM 500
ITS-C Triticum aestivum (3) 144 i 100
ITS-A llegible - -
BQUCHTEO002_E1_OA
ITS-C llegible - -
ITS-A Sporobolus fertilis 110207E i 99
BQUCHTEO002_E02 P 3 00E
ITS-C Sorobulus indicus 138 99
ITS-A B. papyrifera 5,00E-17 100
BQUCHTEO03_E2_OA
ITS-C B. papyrifera 9,00E-66 100
ITS-A Triticum aestl_vum/ 626-139 99
Triticum turgidum
BQUCHTEO03_E2_BM T 00E
ITS-C Triticum aestivum 3° vl 99
141
ITS-A Triticum sp. 210:,?5E 100
BQUCHTEO03_E02_P
ITS-C Triticum s 3,00E- 99
P- 133
ITS-A B. papyrifera 3,00E-23 75
BQUCHTEO04_E1 OA .
ITS-C B. papyrifera 1,00E-80 99
ITS-A B. papyrifera 1,00E-16 87
BQUCHTEO04_E2_OA
ITS-C B. papyrifera 4,00E-75 99

* Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘Discontiguous megablast’ que permite algunos ‘desajustes’ en
la comparacion con la base de datos. **Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘BlastN’ que funciona de

mejor manera para comparar con la base de datos e identificar secuencias cortas.
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Anexo IX (continuacion)

Tabla VII. Especies identificadas mediante la secuenciacion de la region ITS-1.

Muestra Sentido Especie E value % identidad

ITS-A B. papyrifera ZESSE i 95
BQUCHTEO04_E1_BM

ITS-C B. papyrifera 3,00E-81 100

ITS-A B. papyrifera 1,00E-45 86
BQUCHTEO004_E2 BM

ITS-C B. papyrifera 7,00E-78 98

ITS-A B. papyrifera 6,00E-39 84
BQUCHTE004_E3 BM

ITS-C B. papyrifera 3,00E-81 100

ITS-A B. papyrifera** 1,00E-16 71
BQUCHTEO005_E1_OA

ITS-C B. papyrifera 9,00E-75 96

ITS-A B. papyrifera 1,00E-80 100
BQUCHTEOO5_E1 BM

ITS-C B. papyrifera 4,00E- 99

- papy 112

ITS-A Morus sp. 51085E i 98
BQUCHTEO07_E1_OA

ITS-C llegible - -

ITS-A B. papyrifera 7,00E-15 100
BQUCHTEO07_E2_OA

ITS-C B. papyrifera 3,00E-71 100

ITS-A Aspergillus sp. 6,00E-94 99
BQUCHTEOO07_E1 BM 2 O0E

ITS-C | Uncultered fungus clone ’110 i 98

* Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘Discontiguous megablast’ que permite algunos ‘desajustes’ en
la comparacién con la base de datos. ** Anélisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘BlastN’ que funciona de

mejor manera para comparar con la base de datos e identificar secuencias cortas.
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Anexo IX (continuacion)

Tabla VII. Especies identificadas mediante la secuenciacion de la region ITS-1.

Muestra Sentido Especie E value % identidad
Trichopues
ITS-A sempervirens/ nggE i 99
BQUCHTEO007_E2_BM Glycine max
. 8,00E-
ITS-C Glycine max 104 99
ITS-A B. papyrifera 8&? 4E ) 99
BQUCHTEO007_E3_BM > 00E
ITS-C B. papyrifera ’120 99
ITS-A Helianthus annus 11027'5 i 99
BQUCHTE007_EO01_P = 00E
ITS-C Helianthus annus el 99
162
ITS-A Aspergillus fumigatus 410106E i 100
BQUCHTEO7_E02_P 5 00
ITS-C Aspergillus fumigatus ’119 i 100
ITS-A B. papyrifera 310ng i 100
BQUCHTEQ07_E03_P TO0E
ITS-C B. papyrifera ’111 100
ITS-A B. papyrifera gfff i 100
BQUCHTEQ08_E01 P —0E
ITS-C B. papyrifera ’1 10 99
ITS-A B. papyrifera 4,00E-33 92
BQUCHTEO09_E1 OA
ITS-C B. papyrifera 5,00E-74 96
Uncultured
ITS-A Leotiomycetes / 65505 i 99
BQUCHTEOQO09 _E1 BM Fagus crenata
ITS-C Fagus sylvatica Gng i 99

* Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘Discontiguous megablast’ que permite algunos ‘desajustes’ en
la comparacion con la base de datos. **Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘BlastN’ que funciona de
mejor manera para comparar con la base de datos e identificar secuencias cortas.
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Anexo IX (continuacion)

Tabla VII. Especies identificadas mediante la secuenciacion de la region ITS-1.

Muestra Sentido Especie E value % identidad
ITS-A llegible - -
BQUCHTEO09_E02_P
ITS-C llegible - -
ITS-A B. papyrifera 3’1%%5 100
BQUCHTEO010 E1_OA 5 00E
ITS-C B. papyrifera 144 99
Uncultured
ITS-A Leotiomycetes / 2;)505E i 99
BQUCHTEO010_E1 _BM Fagus sylvatica
. 9,00E-
ITS-C Fagus sylvatica 144 99
ITS-A llegible - -
BQUCHTEO010_E2_BM
ITS-C llegible - -
ITS-A B. papyrifera 510201E i 97
BQUCHTEO010_EO02_P
ITS-C B. papyrifera 7,00E-83 100
ITS-A Impatiens sp 21025 i 98
BQUCHTEO11 _E1 OA 5 00E
ITS-C Impatiens sp 111 96
ITS-A Impatiens amphta 4fsz i 97
BQUCHTEO11 E1_BM 9 00E
ITS-C Impatiens amphta ’11 A 96
Lolium perenne/ 9,00E-
ITS-A Lolium multiflorum 108 9
BQUCHTEO11 _E2 BM 5 00E
ITS-C L. multiflorum 119 i 100

* Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘Discontiguous megablast’ que permite algunos ‘desajustes’ en
la comparacion con la base de datos. **Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘BlastN’ que funciona de
mejor manera para comparar con la base de datos e identificar secuencias cortas.
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Anexo IX (continuacion)

Tabla VII. Especies identificadas mediante la secuenciacion de la region ITS-1.

Muestra Sentido Especie E value % identidad
ITS-A llegible - -
BQUCHTEO12_E1 OA
ITS-C B. papyrifera* 4,00E-31 92
Populus caspica/
ITS-A Populus tomentosa 2,00E-73 100
BQUCHTEO012_E2 BM —0E
ITS-C Populus alba 130 99
ITS-A B. papyrifera 1fe?eE i 99
BQUCHTEO12 E2 P
- ITS-C B. papyrifera 1,00E- 99
- Papy 141
ITS-A B. papyrifera 1,00E-48 100
BQUCHTEO12_E3 P
ITS-C B. papyrifera 6,00E- 99
' 136
ITS-A llegible - -
BQUCHTEO13_E1 OA
ITS-C llegible - -
Lagenaria siceraria / 3,00E-
ITS-A Cucurbita maxima 103 %
BQUCHTEO13 E1_BM — —
ITS-C Lagenaria siceraria 1,00E-59 97
Cucurbita maxima
Leontodon tingitanus/ 9,00E-
ITS-A Leontodon saxatilis 159 9
BQUCHTEO13_E2_BM —
ITS-C Leontodon tingitanus/ 3,00E- 99
Leontodon saxatilis 159
ITS-A llegible - -
BQUCHTEO13_E3 BM
ITS-C llegible - -

* Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘Discontiguous megablast’ que permite algunos ‘desajustes’ en
la comparacion con la base de datos. **Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘BlastN’ que funciona de

mejor manera para comparar con la base de datos e identificar secuencias cortas.
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Anexo IX (continuacion)

Tabla VII. Especies identificadas mediante la secuenciacion de la region ITS-1.

Muestra Sentido Especie E value % identidad
ITS-A Aspergillus fumigatus 4ff§ ) 100
BQUCHTEO013 E02 P oo
ITS-C Aspergillus fumigatus 113 ) 100
ITS-A Aspergillus fumigatus 1fgf 98
BQUCHTEO013_E03 P 00
ITS-C Aspergillus fumigatus 106 i 98
ITS-A llegible - -
BQUCHTEO14 E1 OA
S ITS-C B. papyrifera 2,00E- 99
- Papy 125
ITS-A Citrus maxima 310ng i 100
BQUCHTEO14 E01 P oo
ITS-C Citrus maxima ol 99
151
ITS-A S. chope_rswum/ 2,00E- 99
P. avium 125
BQUCHTEO15 E1 OA = —
ITS-C - lycopersicum 2,00E-49 89
P. avium
ITS-A Cupressus sempervirens 0 99
BQUCHTEO15_E01 P
ITS-C Cupressus sempervirens 0 99
ITS-A B. papyrifera 4f207E i 99
BQUCHTEO15 E02 P
ITS-C B. papyrifera 7,00E- 99
- Papy 140
ITS-A Fagus sylvatica 45207E i 100
BQUCHTEO15_E03 P oo
ITS-C Fagus sylvatica 140 i 99

* Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘Discontiguous megablast’ que permite algunos ‘desajustes’ en
la comparacion con la base de datos. **Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘BlastN’ que funciona de
mejor manera para comparar con la base de datos e identificar secuencias cortas.
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Anexo IX (continuacion)

Tabla VII. Especies identificadas mediante la secuenciacion de la region ITS-1.

Muestra Sentido Especie E value % identidad
ITS-A llegible - -
BQUCHTEO16_E1 OA
ITS-C B. papyrifera 2,00E-52 96
ITS-A Aspergillus fumigatus 1,00E-58 97 150
BQUCHTEO016_E1 BM
ITS-C Aspergillus fumigatus | 2,00E-68 99
ITS-A B. papyrifera 2,00E-45 100
BQUCHTEOQO16 _E2 BM
S ITS-C B. papyrifera 7,00E- 96
- papy 120
ITS-A Solanum lycopersicum | 3,00E-38 100
BQUCHTEO16_E3 BM
ITS-C Solanum lycopersicum | 3,00E-39 99
ITS-A Triticum sp. 110??6E 99
BQUCHTEO16_E02_P TO0E
ITS-C Theobroma cacao Pl 99
136
ITS-A Aspergillus fumigatus 410202E i 100
BQUCHTEO16_E03 P 2.00E
ITS-C Aspergillus fumigatus ,116 i 100
ITS-A llegible - -
BQUCHTEO17_EO01_P 3 00E
ITS-C Acer monspessulanum ’21 i 90
ITS-A Aspergillus fumigatus 1&?5 i 99
BQUCHTEO17_E02_P
ITS-C Aspergillus fumigatus 6,00E-94 99

* Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘Discontiguous megablast’ que permite algunos ‘desajustes’ en
la comparacion con la base de datos. **Analisis utilizando la herramienta BLAST con el algoritmo ‘BlastN’ que funciona de

mejor manera para comparar con la base de datos e identificar secuencias cortas.
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Anexo X

Tabla VIII. Concentracion, razén 260nm/280nm y rendimiento de las extracciones de muestras herbario.

Muestras [DNA] Rerlloclgr?rilznto [DNA] Reﬂ%:?f; ° A
ng/uL PG DNA/mg hoja) ng/pL Abs DNA/g hoja) 260/280
BISH57308 200,7 2788 56,9 790 1,83
BISH58345 170,2 1025 362,7 2184 1,78
BISH58346 15,1 106 281,6 1983 1,9
BISH58347 71,8 1158 227,5 3669 1,7
BISH58350 25,6 149 440,6 2562 2,03
BISH58351 7,2 77 154,7 1663 1,84
BISH58352 29,8 163 649 3546 1,97
BISH58355 10,5 117 211,7 2352 2
BISH58357(m) 7,4 96 54,1 703 1,94
BISH58357(f) 220 4231 73,9 1421 1,89
BISH58358 (p) (1) 87,6 769 168,8 1535 2,03
BISH58358 (W) (2) | 161,,6 1469 348 3166 1,89
BISH58360 64,8 661 862,2 8798 2
BISH58361 15,8 149 386,7 3648 1,69
BISH58362 163,9 1024 330 2062 2,06
BISH58363 2,2 21 102,5 976 1,68
BISH58364 35,6 227 931,1 5931 1,8
BISH58368 54,4 251 1108 5105 1,7
BISH58370 30,9 198 715,8 4588 1,7
BISH58371 312 6000 1448 2785 2,03
BISH58375 215,4 1381 483,3 3098 1,87
BISH58376 59 100 140,6 2383 2

: Muestra coloreada
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Anexo X (continuacién)

Tabla VIII. Concentracion, razén 260nm/280nm y rendimiento de las extracciones de muestras herbario.

Muestras [DNA] Rerlloclgr?rilznto [DNA] Rezf):?;fgn ° A
ng/iuL PG | o, Almg hoja) ng/uL Abs | oo g hoja) 260/280

BISH58377 6,5 89 150,6 2063 1,99
BISH58378 45,9 425 447 4139 2
BISH58380 56,2 1626 120,9 785 1,76
BISH58381 8.8 60 247,3 1682 1,9
BISH58382 35,3 415 268,2 3155 2,05
BISH58384 12,6 104 277,6 2294 1,94
BISH58385 1447 1626 450 5056 1,7
BISH58386 7,1 148 166 3458 2,02
BISH58387 240,8 1056 1602 7026 1,52
BISH99313 19,8 99 223 1121 1,96
BISH161323 15,8 120 308,6 2338 1,78
BISH161324 15,9 201 143,1 1811 1,43
BISH161326 20,3 294 392,5 5688 2,05
BISH32928 8,6 118 132,6 1816 2,04
BISH413708 44,5 1085 85 2073 2
BISH415045 9,9 51 478,4 2479 1,6
BISH415077 54 360 503,1 3354 2
BISH416666 23,7 167 300,6 2117 1,93
BISH444278 157,3 4494 279,5 7986 1,86
BISH445703 54 34 120,6 763 1,92
BISH451763 7,1 74 289,4 3015 1,76
BISH451764 97,7 660 226,9 1533 19
BISH451765 107,3 118 381,3 3972 2,05

: Muestra coloreada
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Anexo X (continuacién)

Tabla VIII. Concentracion, razon 260nm/280nm y rendimiento de las extracciones de muestras herbario.

Muestras [DNA] Rerlloclgn(wri]znto [DNA] Rezt;l)isnz:f:gn ° A
ng/ML PG | oy a Jmg hoja) ng/uL Abs | oo g hoja) 260/280
BISH451766 6,9 133 157,3 3025 1,99
BISH451767 49,22 735 93,9 1401 1,97
BISH505999 225,9 933 1806,4 7464 1,53
BISH668629 23,6 241 176,5 1801 2,04
BISH757984 9,1 74 149,2 1213 1,64
BISH763194 23,3 150 421,2 2717 1,89

: Muestra coloreada
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Anexo XI

Tabla IX. Resumen de la informacion genética encontrada en 23 muestras de herbarios analizadas con la regién ITS-1, un marcador de sexo y 10 SSR.

CODIGO ITS-1 MM Bro 07 Bro 08 Bro 13 Bro 15 B;ggjp nggi‘p %B%’;gp 32?4’23” Bzrﬁog‘g%p Bgroongp
BISH32928 A Femenina 248 | 248 | 221 | 225 | 245 | 245 [ 220 | 233 | 262 | 270 | 168 | 189 | 236 | 244 [NA|NA| 104 | 201 | 106 | 112
BISH57308 C>A Femenina* - | - | 221 | 225 | 245 | 245 [NA|NA| 260 | 268 | 168 | 189 | 236 | 240 | 204 | 206 | 196 | 201 | 112 | 112
BISH58345 ASC NA. NA | NA 225 | 245 246 | - | - [NA|[NA| - | - | NA|NA|NA[NA]| 104 | 201 | 122 | 112
BISH58352 N.A Femenina - | - | 221|225 245 | 245 | o |[NA| 260 | 268 | 168 | 189 [ - | - |204| 206 196 | 201 | 112 | 112
BISH58385 ASC Femenina 248 | 248 | 221 | 225 | 245 | 245 | 229 | 241 | 260 | 268 | 168 | 189 | 236 | 240 [ 204 | 206 | 196 | 201 | 106 | 112
BISH58360 NA Femenina - | - | 221 | 225 | 245 | 245 | 220 | 241 | 260 | 268 | 168 | 189 | 236 | 240 | 204 | 206 | 196 | 201 | 106 | 112
BISH58362 A=C Femenina - | - | 221 | 225 | 245 | 245 | 220 | 241 | 260 | 268 | 168 | 189 | 236 | 240 | 204 | 206 | 196 | 201 | 112 | 112
BISH58363 ASC Femenina 248 | 248 | 201 | 225 | 245 | 245 | 220 | 241 | 260 | 268 | 168 | 189 | 236 | 240 [ 204 | 206 | 196 | 201 | 112 | 112
BISH58370 C>A N.A. NA [ NA [ 221 | 225 | 245 | 245 | 220 [ 241 | NA | NA | 168 | 189 | NA | NA [NA [NA] 106 | 201 | 112 | 112
BISH58386 ASC Femenina* - | - | 221 | 225 | 245 | 245 | 220 | 241 | 260 | 260 | 168 | 189 | 236 | 240 | 204 | 206 | 196 | 201 | 112 | 112
BISH161323 ASC Femenina NA [ NA [ 221 | 225 | 245 | 245 | 220 [ 233 | 260 | 260 | - | - | 236 | 240 | 204 | 206 | 196 | 201 | 112 | 112
BISH161324 A* Femenina NA [ NA [ 221 | 225 | 245 | 245 | 220 [233| - | - | 168 | 191 | 236 | 240 |NA [NA| 106 | 201 | 112 | 112
BISH161326 A* Femenina NA [NA| - | 221 | 245 | 245 | 220 [ 233 | NA | NA [ NA | NA| NA | NA [NA[NA] 106 | 201 | 112 | 112
BISH415045 C>A Femenina NA [NA [ 219 | 221 | NA [NA|NA[NA| - | - [NA[NA|NA|NA|NA[NA|NA|NA|NA|NA
BISH451077 ASC Femenina 248 | 248 | 221 | 225 | 245 | 245 [ 229 | 241 [ NA | NA | 168 | 189 | 236 | 240 | - | - | 196 | 201 | 106 | 112
BISH416666 c Femenina 259 | 261 | 201 | 213 | 240 | 241 [ 220 | 220 | 250 | 250 | 159 | 168 | 223 | 236 | 198 | 108 | 192 | 201 [ 135 | 142
BISH451764 ASC Femenina* NA [ NA [ 221 | 221 | 245 | 245 |[NA[NA| 260 | 268 | 168 | 168 | 236 | 236 |N.A [NA| 106 | 201 | 112 | 112
BISH451766 A* Femenina - | - | 221 | 225 | 245 | 245 | 220 | 241 | 260 | 268 | 168 | 189 | 236 | 240 | 204 | 206 | 196 | 201 | 112 | 112
BISH505999 c NA. 250 | 261 | 201 | 213 | 240 | 241 [NA|[NA| 250 | 258 | - | - | 230 | 242 [ 190 | 108 | 192 | 201 [ 142 | 155
BISH757984 A* Femenina* 246 | 248 | 221 | 225 | 245 | 245 [ 220 | 233 | 254 | 260 | 168 | 191 | 236 | 240 [ 204 | 206 | 196 | 201 | 112 | 112
Genoet:]pgor:wiﬁggigtario A Femenino 248 | 248 | 221 | 225 | 245 | 245 | 229 | 233 | 260 | 268 | 168 | 189 | 236 | 240 | 203 | 205 | 196 | 201 | 112 | 112

N.A: No Amplifica;
- : Amplifica, no hay lectura en el electroferograma.

*: Determinacion de sexo utilizando el ensayo redisefiado del marcador de sexo.
A/A:Alelos no observados anteriormente en muestras contemporaneas, ni herbario de B. papyrifera.

AJA: Genotipos no observados anteriormente en muestras contemporaneas, ni herbario de B. papyrifera.
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