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Resumen

El “arroz rojo” es una de las malezas que mas perjudican el cultivo del arroz (Oryza sativa L.). Se
denomina bajo este nombre genérico a una serie de biotipos de arroz salvaje muy emparentados
con el arroz cultivado, cuya principal caracteristica distintiva es la de poseer pericarpio de color
rojizo, negro o marron. El esclarecimiento del origen del arroz tipo maleza es complejo y aun no
completamente resuelto; los procesos principales que podrian estar involucrados son: pre—

adaptacion, evolucion e introgresion.

En este trabajo se planteo6 el estudio el origen evolutivo de arroz maleza de Uruguay a través de
aproximaciones de genodmica evolutiva/comparativa y se buscd la generacion de nuevas
herramientas que puedan contribuir al abordaje del problema arroz maleza en Uruguay

conociendo la diversidad existente y su dinamica poblacional.

A partir de la secuenciaciéon de 1/4 de placa de 454/Roche se obtuvo 96 Mb de secuencias del
biotipos de arroz maleza AM356-8, obteniendo una cobertura de 0.1X del genoma nuclear, 10X
del mitocondrial y 106X del cloroplastico. Aplicando estrategias de gendmica comparativa se
obtuvo un conjunto de lecturas que contenian el genoma completo del cloroplasto del biotipo de
arroz maleza. El establecer un método para la obtencién de secuencias de los genomas de los
organelos a partir de la secuenciacion del ADN total de una planta, representa la ventaja de
permitir aprovechar dicha informaciéon que habitualmente se descarta por considerarla como
“contaminante” y a su vez evita las dificultades que conllevan la separaciéon de los ADN de los 3
genomas contenidos en una célula vegetal (nuclear, mitocondrial y cloroplastico). Disponer de la
secuencia completa de los genomas de los organelos, cloroplastos y mitocondrias, proveen de

informacion valiosa para estudiar la ecologia y evolucién molecular en plantas.

La obtencion del genoma del cloroplasto de AM356-8 permitio realizar estudios comparativos con
regiones variables del tipo tipo SNP e INDELs identificadas entre cuatro de los genomas
cloroplasticos publicos mas cercanos al biotipos secuenciado (O. rufipogon; O. nivara; O. sativa
ssp japonica; O. sativa ssp indica). Los InDels de mayor largo determinados en este trabajo
fueron utilizados para la comparacion con el conjunto de lecturas del cloroplasto AM356-8. A
través de esta comparacion de logré determinar el haplotipo del arroz maleza en estudio, el que
presento el mismo haplotipo que el genoma cloroplastico de O. sativa ssp japonica.

Por otro lado fue posible realizar comparaciones entre los tres genomas de la célula vegetal y el
conjunto de lecturas del cloroplasto de AM356-8 e identificar regiones de ADN cloroplastico
inserto en el nucleo. En este sentido se resalta que se pudieron identificar unas 16 regiones del
genoma de la maleza que contienen segmentos cloroplasticos no presentes en el nucleo de O.
sativa ssp japonica. Esto nos indicaria que habrian ocurrido alrededor de 160 eventos de
transferencia desde la separaciéon entre la maleza AM356-8 y arroz tipo japdénica desde su
separacion (no mas de 200 afios atras). Dichos resultados conjugados, tiempos estimados de
aparicion de la maleza AM356-8 y numero estimados de eventos, nos permitieron realizar

estimaciones sobre la frecuencia de ocurrencia de dichas transferencias.



Introduccién

El arroz malezay su origen.

Las especies vegetales que han sido sometidas a domesticacion conforman en general grandes
complejos de especies los que estan compuestos por cultivos, malezas conespecificas y
especies silvestres relacionadas (Anderson, 1967). Durante la domesticacion de los cultivos, un
proceso evolutivo complejo, el hombre dirigi6 cambios que hoy se ven reflejados a nivel
morfoldgico vy fisioldgico, distinguiendo a las especies domesticadas de sus ancestros silvestres
(Hancock, 2012). Este conjunto de cambios es conocido como sindrome de domesticacion
(Harlan, 1992) e incluye como principales caracteristicas la pérdida en el desgrane, cambios en
el habito de crecimiento, perdida de la dormancia, cambio en la pigmentacion de las semillas

entre otros.

Las malezas conespecificas son morfoldgica y ecolégicamente divergentes de las domesticadas
y sus especies congéneres silvestres (De Wet and Harlan, 1975; Gressel, 2005). El éxito
evolutivo de las malezas conspecificas es muchas veces atribuido a la adquisicion de
caracteristicas asociadas con las plantas silvestres tales como: el mayor desarrollo vegetativo,
muy alta capacidad de dispersion de la semilla y dormancia. Asi como también la adquisicion de
caracteristicas tipicas de plantas domesticadas tales como mayor potencial de autofecundacion y
rapido crecimiento. El poseer esta combinacion de caracteristicas les favorece su capacidad
invasiva a los agroecosistemas actuales (Reagon et al., 2010). La existencia de flujo de genes
entre plantas domesticadas, malezas conspecificas y especies silvestres es un proceso continuo
que afecta directamente la diversidad genética de las poblaciones de los cultivos y puede ser
fuente para la aparicion de nuevas combinaciones genéticas. Se ha demostrado que el flujo de
genes actua en ambas direcciones, tanto desde domesticadas a silvestres como en la direccion
opuesta (Jarvis and Hodgkin, 1999; Ellstrand, 2003).

La hibridacién natural y la introgresion entre plantas domesticadas y especies silvestres
relacionadas juega un importante rol en la evolucion de las plantas generando mayor diversidad
genética y diferenciacion (Xia et al., 2011). Entender cuéles son los mecanismos evolutivos que
dirigen la aparicion de malezas provenientes de los mismos complejos de especies que las

plantas domesticadas se hace necesario para abordar el problema que éstas significan.

El género Oryza, tiene dos especies domesticadas Oryza sativa (asiatica) y Oryza glaberrima
(africana) y mas de 20 especies silvestres distribuidas a lo largo de las regiones tropicales y
subtropicales. Las poblaciones de Oryza sativa presentan una profunda estructura constituida
por dos subespecies mayoritarias, Oryza sativa japdnica y Oryza sativa spp indica, las que son
diferenciables tanto por caracteristica morfolégicas, fisioldgicas y genéticas (Oka, 1988a; Garris
et al.,, 2005). Estas dos subespecies estan asociadas a diferentes habitat de crecimiento, la
subespecie indica es habitualmente encontrada en tierras bajas de Asia tropical, mientras que la

subespecie japonica en tierras altas de China, sureste de Asia e Indonesia (Londo et al., 2006).



El ancestro silvestre de la especie asiaticas habria sido O. rufipogon, originario de Asia y capaz
de crecer en todo el rango de habitat donde se ha encontrado arroz. Sin embargo el centro de
origen de la domesticacion y cémo surgen las dos subespecies del cultivo es aun tema de
discusion. Diversas hipotesis han sido planteadas para explicar el proceso de domesticacion de
O. sativa, entre éstas, existen dos hipotesis principales y cuyos postulados son contrastantes.
Una de las hipotesis plantea que el cultivo de arroz fue domesticado una sola vez en China y que
se diferenciaron en las dos subespecies luego, a través de la seleccion (Ting, 1957; Oka, 1988b;
Lu et al., 2002; Gao and Innan, 2008). Los hallazgos arqueolégicos apoyan esta hipétesis, ya
que solo habian sido encontrados en China, sin embargo en la actualidad se han encontrado

restos fésiles del cultivo de arroz también en el este de Asia (Chen, 1999).

La hipotesis alternativa, es la de la doble domesticacion, proponiendo que japénica e indica se
originaron a partir de dos eventos de domesticacion geograficamente independientes desde un
ancestro comun. Japonica es encontrada predominantemente en el este de Asia, mientras que
indica al sur de Asia. Existen estudios de marcadores moleculares tales como las isozimas,
AFLPs, SSRs y SNPs, que claramente muestran diferencias moleculares entre ambas
subespecies (Second, 1982; Glaszmann, 1987; Prashanth et al., 2002; Garris et al., 2005; Londo
et al., 2006; Caicedo et al., 2007). La existencia de la division en las dos subespecies de O.
sativa fue estimada en 100.000 afios, fecha que precede ampliamente a la domesticacion, por lo
tanto, y sumado a las evidencias moleculares estos trabajos apoyan la hipotesis que los eventos
de domesticacion para estas dos subespecies habrian sido independientes partiendo de

conjuntos de genes pre-diferenciados en el ancestro silvestre (Sweeney and McCouch, 2007).

Morfolégica y genéticamente, las poblaciones de arroz maleza han sido reportada como
altamente variables. Estos parecen ser un intermedio entre los biotipos silvestres y los biotipos
cultivados (Kelly Vaughan et al., 2001; Yu et al., 2005; Cao et al.,, 2006; Londo and Schaal,
2007). La distribucidon simpatrica con el cultivo durante largos periodos de tiempo, y la facil
incorporacion de genes desde los cultivos a los biotipos maleza e introgresién, pueden haber
sido los causantes de la similaridad encontrada entre las poblaciones de arroz maleza y el cultivo
con el que coexisten. Este proceso puede promover la persistencia y mejor adaptacion de los
biotipos maleza a ambientes influenciados por el hombre(Harlan, 1965), en donde existe una alta
presion de seleccion artificial, lo que explicaria la mimetizacion de los biotipos maleza con el

arroz cultivado en su coexistencia (Xia et al., 2011).

El arroz maleza pertenece al mismo género y especie que el arroz cultivado, siendo un claro
ejemplo de maleza conespecifica. Desde un punto de vista fenoldgico, los diferentes biotipos de
arroz maleza que se encuentran bajo condiciones de siembra directa en las mayores areas de
cultivo de arroz -Latinoamérica y Norte América, Caribe, Africa, y algunas regiones del Sur y
Sudeste de Asia- constituyen poblaciones anuales de O. sativa L [Cao, et al.,2006]. La existencia
de hibridos entre diferentes formas de O. sativa y sus poblaciones derivadas por una lado, asi

como O. sativa con especies silvestres relacionadas por otro, pueden presentar diferentes
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combinaciones de caracteres funcionales asociados con el proceso de domesticacion. En la
etapa vegetativa es de dificil identificacion, ya que solo se dispone como caracteristica distintiva,

la altura de la planta, color y pubescencia, lo cual a su vez no es exclusivo del arroz maleza.

Ademas, se debe tener en cuenta las evidencias de posibles flujos génicos con los cultivares,
que dificultan la diferenciacion de algunos biotipos de arroz maleza, ya que presentan alto grado
de fertilidad en los cruzamientos (Majumder et al., 1997; Gealy et al., 2002; Chen et al., 2004;
Kuroda et al., 2005; Song et al., 2006). Es por lo tanto frecuente en zonas con alta contaminacion
de arroz rojo y muchos afios de cultivo, encontrar diversidad en los biotipos, algunos de los
cuales son muy parecidos a las variedades utilizadas en esas zonas, debido al proceso de
“mimetizacion” (Valverde, 2005). Esta diversidad de formas encontradas en campos de cultivo de
arroz de todo del mundo, han sido estudiadas por diferentes metodologias para entender mejor

la complejidad genética y el origen del arroz maleza (Olsen et al., 2007).

Estudios sobre la diversidad genética dentro de poblaciones de arroz maleza han reportado que
éstos biotipos muestran una fuerte estructura poblacional semejante a la identificada en el arroz
cultivado. Algunos de estos estudios analizaron poblaciones de arroz maleza provenientes de
muy diversos lugares geograficos donde el arroz es cultivado. En el trabajo de Tang y Morishima
(1996) se analiz6 con marcadores morfolégicos e izoenzimas poblaciones provenientes de
Japon, Brasil, Estados Unidos y China (zona alta y zona baja del valle de Yangtze), Corea y Asia
tropical, donde se identificaron tres grupos donde se separaron claramente los biotipos
provenientes de Japodn, Brasil, Estados Unidos y los de la zona alta del valle de Yangtze por un
lado, los que compartian caracteristicas con la subespecie indica. Por otro lado se agruparon los
biotipos provenientes de Corea y la zona baja del valle de Yangtze semejantes a la subespecie
japonica de auto-propagacion y en el tercer grupo se encontraron los biotipos procedentes de
Asia tropical, con semejanzas a la subespecie indica pero con caracteristicas de los biotipos
silvestres tales como auto-propagacion con altos niveles de dormancia y desgrane, pudiendo ser
el resultado del flujo genético entre el arroz silvestre naturalmente abundante de ésta region vy el

arroz cultivado (Tang and Morishima, 1996).

En estudios mas recientes, donde se estudiaron poblaciones de arroz maleza provenientes de
otras regiones del cultivo de arroz, utilizando marcadores moleculares mas sensibles, se
obtuvieron resultados semejantes a lo reportado por Tang y Morishima (1996). En el trabajo de
Ferrero et al. (2001), donde se comparo biotipos encontrados en la region mediterranea con
biotipos provenientes de Brasil (Ferrero, 2001) y en el trabajo de Federici et al (2001), donde se
analizé una poblacion de arroz maleza uruguaya (Federici et al., 2001), se identificaron grupos
de biotipos que compartian caracteristicas morfologicas y moleculares con una u otra subespecie

de O. sativa.



En otro estudio realizado sobre las poblaciones de arroz maleza de EEUU, se identificaron dos
grupos principales de biotipos que presentaron perfiles genéticos y morfolégicos bien
diferenciales coincidentes con lo reportado por Federici et al. (2001). El primer grupo compartia
el perfil genético nuclear y el citotipo con la subespecie indica, sugiriendo que estos podrian
haber surgido a partir de hibridaciones con variedades de tipo indica. El segundo grupo
compartia un alto porcentaje de los loci nucleares y el mismo citotipo que la subespecie
japonica. Estos trabajos indican que el arroz maleza habria evolucionado a partir de biotipos
domesticados y que en la mayoria de los casos estudiados éste actuaria como padre. El flujo
geénico desde las malezas al cultivo podria ser una via alternativa para la evolucion de éstos

biotipos (Reagon et al., 2010).

Por otro lado, algunos autores consideran que dadas las semejanza morfolégicas y genéticas de
algunos biotipos de arroz maleza con los biotipos silvestres, la introgresion de germoplasma de
arroz asiatico no domesticado en ambientes modificados por el hombre para el cultivo, podria

haber dado origen al arroz maleza (De Wet and Harlan, 1975; Olsen et al., 2007).

En resumen, se han planteado diferentes hipotesis para explicar el origen del arroz maleza y su
situacion actual. Los principales procesos involucrados en el origen de una maleza son: 1)
evolucion de biotipos silvestres junto con los domesticados para su adaptacion a nuevos
ambientes modificados por el hombre; 2) Hibridacién entre plantas cultivadas y especies
silvestres cercanas reproductivamente compatibles y 3) cultivares abandonados que evolucionan
hacia la forma silvestre como manera de supervivencia al no tener contacto son el hombre (De
Wet and Harlan, 1975; Cao et al., 2006; Reagon et al., 2010).

Los trabajos antes mencionados sugieren que el origen del arroz maleza pudo haber sido
producto de multiples procesos, los que ademas tienen dependencia con el lugar donde se
encuentran. En los centro de origen del cultivo, donde aun hoy existen arroces silvestres o
salvajes como son Asia y Africa, los eventos de hibridacion natural entre éstos y el arroz
cultivado, y la posterior seleccion en las condiciones de cultivo, podrian haber dado lugar a
diferentes eventos de origen del arroz maleza (Delouche et al., 2007). En lugares de cultivo de
arroz donde no existen especies de Oryza nativas, como los es nuestro pais, el arroz maleza
pudo haber tenido origen a partir de la introgresion de germoplasma contaminado (figura 1).
Posteriormente a su ingreso, los procesos de seleccion y re-hibridacion pueden haber dado lugar

a los diferentes biotipos encontrados en la actualidad.



Centro de origen Lugarde Cultivo

Cultivo Cultivo

Maleza Silvestre Maleza

Figura 1: Esquema de los posibles flujos entre silvestre-maleza-cultivo en centro de origen y en lugares de cultivo.

En Uruguay se encuentran comunmente dos tipos de arroz maleza que se diferencian por sus
caracteristicas fenotipicas, el “arroz negro” denominado asi por el color de sus glumas con
aristas largas (4-5 cm) y el “arroz rojo” de glumas ocres y de arista corta. Los efectos negativos
del arroz maleza, se deben a su competencia con el arroz cultivado y su control se ve restringido
a buenas practicas de manejo. Sus efectos negativos desde el punto de vista agrondmico, al
igual que en otras malezas comunes, se deben a su competencia por diferentes factores
productivos (nutrientes, agua, luz, etc.) con el arroz cultivado, con la particularidad de que el
arroz maleza se ve favorecido por casi todas las labores que se realizan para el cultivo. Ademas
existe el agravante de que no se dispone de controles quimicos adecuados por tratarse del
mismo género y especie. Los perjuicios de la infecciéon con arroz maleza van mas alla del campo,
afectando no solamente la productividad del arroz cultivado sino también la calidad de los lotes
cosechados. Esto ultimo debido a que la coloracion y textura del pericarpio afectan los procesos
industriales de descascarado y pulido (Hoagland and Paul, 1978).

Como respuesta comercial para el control del arroz maleza y de reciente adopcion en Uruguay,
se liberé una variedad portadora de una mutacion puntual en la enzima acetolactato sintasa
(ASL) (tecnologia Arroz Clearfield®) que le confiere resistencia a herbicidas del tipo
imidazolinonas. Estas mutaciones pueden incorporarse por cruzamientos naturales a
poblaciones de arroz malezas. La presion de seleccion por el uso del herbicida, selecciona
hibridos entre maleza y cultivares portadores de la mutacioén, ya sea que hayan surgido por flujo
génico o por eventuales mutaciones espontdneas, que generan poblaciones de maleza
resistentes. La existencia de flujo de genes entre maleza y cultivares ha sido reportado por varios
trabajos (Gealy et al., 2003; Kuroda et al., 2005; Shivrain et al., 2010), es por ello que se estudio
una poblacion de arroz maleza de Uruguay para evaluar el grado de flujo génico en campos con
diferentes tiempos de utilizacién de dicha tecnologia (Rosas, 2011). Rosas et al (2011)
reportaron la existencia de arroz maleza portadores de dos alelos diferentes en el gen de la
enzima ASL que le confieren resistencia, lo que indicaria la existencia de varios eventos de flujo

génico en tan sélo 3 afios de uso de la tecnologia.



La intensificacion del cultivo, sumado a las evidencias de flujo de genes entre maleza y cultivares
en campos Uruguayos, hace imprescindible aumentar el conocimiento acerca de la diversidad
genética y el comportamiento del arroz maleza. Comprender los procesos evolutivos que dieron
origen a los biotipos malezas encontrados en Uruguay puede ser de ayuda para establecer

estrategias efectivas para su control.

Los genomas de las plantas

Las células vegetales tienen la particularidad de contener tres tipos de genomas. Por un lado, el
genoma nuclear organizado en cromosomas, en el caso del arroz es un genoma diploide de 400
Mb organizado en 12 cromosomas (2n=24). Por otro lado, los genomas de los organelos
citoplasmaticos, la mitocondria y el cloroplasto. Estos genomas extranucleares presentan ciertas
caracteristicas en comun, ambos son circulares y haploides. Su origen como demuestran
muchos trabajos de evolucion molecular fue por un proceso de endosimbiosis de bacterias. En
el caso de las mitocondrias habrian surgido a partir del grupo de a-proteobacterium al igual que
las mitocondrias animales y el cloroplasto a partir de las cianobacterias (figura 2) (Martin et al.,
2002; Eguiarte et al., 2003; Bock and Timmis, 2008).

®
&Q &

1er endosimbiosis ém

Célula pre-eucariotica + (CHNS SSomois 0N 2da endosimbiosis Célula eucariota con
W ENoCondrin Célula eucariota con

alfa-protobacteria (animales y hongos) mitocondria y

mitocondria « cinobacteria cloroplaste (plantas)

Figura 2: Endosimbiosis y transferencias de genes intracelulares entre genomas durante la evolucion de la célula vegetal
(Bock and Timmis, 2008). Las flechas indican la direccion de la trasferencia. Los colores de las flechas corresponden al
color del compartimento desde el que el material genético transferido se originé (rojo:mitocondria; azul:el nucleo; verde:
cloroplasto.

Durante la evolucidon los genomas de las células eucariotas sufrieron grandes reestructuras,
necesarias para su adaptacion a los cambios generados por la proceso de endosimbiosis. Uno
de los mayores cambios fue la compartimentalizacion del material genético entre el nucleo y los
organelos. Si bien ambos organelos mantuvieron su ADN, la restructuracion de las células
eucariotas implico la pérdida de genes prescindible o redundantes, asi como la translocacién

masiva de genes desde los organelos ancestrales hacia el nucleo (Bock and Timmis, 2008).



En plantas con flores (angiospermas) el cloroplasto se hereda de manera casi exclusiva por via
materna, mientras que en coniferas (gimnospermas) usualmente los cloroplastos se heredan por
via paterna (Birky, 1991). Por tanto, mientras que en las angiospermas el cloroplasto describe la
historia evolutiva femenina (patrones de dispersion de las semillas), en coniferas se relaciona
con la funcién masculina (patrones de dispersion del polen) (Eguiarte et al., 2003). En el caso de

las mitocondrias se heredan siempre por via materna.

Estudios genéticos y bioquimicos (Dobberstein et al., 1977; Highfield and Ellis, 1978; Bedbrook,
1980), sugirieron que el genoma de los plastos tiende a la disminucion de su tamafo. Estos
codifican entre 50 a 200 proteinas, mientras que las cianobacterias que le dieron origen
codifican miles de proteinas (Butterfield, 2000; Martin, 2003). La disminucion en el tamafio de los
organelos se ha atribuido al ahorro de energia en la sintesis de ADN sobre todo en especies con
genomas poliploides (Wolfe et al., 1991). Los genomas de los organelos, no presentan la
informacién necesaria para codificar todas las proteinas que les permita cumplir con su funcion,
haciendo que éstos sean dependientes de genes nucleares (Soll and Schleiff, 2004). El control
nuclear sobre la forma y funcion de los organelos, tiene como resultado una compleja regulacion

de las actividad de los genes en los tres compartimentos.

El tamafio de los genomas cloroplasticos pueden variar desde 100 a 3000 kb, en arroz el tamafo
promedio es de 134 kb. En las angiospermas el cloroplasto tiene una estructura muy
conservada, presenta dos regiones de copia Unica, una larga (LSC, Long Single Copy) y otra
corta (SSC, Short Single Copy), de aproximadamente unos 80-90 kb y 16-27 kb
respectivamente, y una region duplicada invertida (IR, Inverted Repeat), formada por dos
segmentos idénticos en sentidos opuestos, separados por la regiéon SSC. Las regiones invertidas
repetidas pueden tener un tamafo variable, de 12 a 25kb cada una (Yang et al., 2010) (Figura 3)
El numero de genes presente en el cloroplasto es también muy conservado, entre 110 a 113

genes.
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RICE (Oryza sativa)

Chioroplast DNA
134,525 bp

Figura 3: Esquema del genoma del cloroplasto de arroz.

Las caracteristicas del genoma de los cloroplastos, tales como su pequefio tamafio, la herencia
uniparental en estado haploide y el alto grado de conservacion de su secuencia (Birky Jr, 1978),
han facilitado la utilizacion de regiones cloroplasticas, ya sean regiones codificantes como no
codificantes, para estudios poblacionales (Neale et al.,, 1988; Provan et al.,, 2001). La
conservacion en el orden de los genes, la perdida de heteroplasmia y de recombinacién los hace
muy Utiles para estudios filogenéticos en plantas (Provan et al., 2001) y para resolucion de las

mas distantes relaciones genealégicas (Graham and Olmstead, 2000; Shaw et al., 2007).

A pesar del grado de conservacidon de los genoma en estos organelos, algunas regiones
contienen un grado de variabilidad suficiente como para realizar estudios de relaciones
filogenéticas entre especies muy cercanas, asi como también estudios evolutivos y de genética
poblacional (Cronn et al., 2008). En arroz, la tasa evolutiva del ADN del cloroplasto es tres veces
mayor que el de la mitocondria (Tian et al., 2006). Los tipos de mutaciones reportadas entre los
genomas de los plastos son principalmente inversiones (Hiratsuka et al., 1989), translocaciones
(Ogihara et al., 1988), e inserciones/deleciones (Ogihara et al., 1991; Kanno et al., 1993; Maier et
al., 1995) asi como también sustituciones de una unica base (SNPs) (Morton and Clegg, 1995).
Doyle et al. (1992) report6 la existencia de tres inversiones en el genoma de los cloroplastos de
las gramineas presentes en todos los miembros de dicha familia (Doyle et al., 1992). Estas
inversiones en el genoma del cloroplasto de arroz, en particular, generaron grandes
reordenamiento de los genes especialmente en la region larga de copia unica (LSC) (Shahid
Masood et al., 2004). Este tipo de mutaciones se han asociado a regiones de secuencias de
ADN con repeticiones de segmentos cortos (zonas de baja complejidad). Estas regiones son
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propensas a la generacion de errores en la sintesis de ADN debido al "corrimiento de hebra" de
la polimerasa, produciendo asi, mutaciones del tipo indel por recombinacion intramolecular
desfasada (Kelchner, 2000). Comparaciones de la secuencias completas de los genomas de los
plastos entre tres cereales arroz, trigo y maiz, indicaron la existencia de regiones hot-spot para
mutaciones tipo indel, las que presentaban como caracteristica en comun ser regiones de

secuencias repetidas (Ogihara et al., 2002) .

El genoma mitocondrial de las plantas es de mayor tamafio que el cloroplastico, se encuentran
entre 300 a 600 kb de tamafio. En algunas Cucurbitaceae y Malvaceae puede llegar a ser hasta
de 2000kb (Ward et al., 1981; Soltis et al., 1992; Alverson et al., 2010). En arroz el genoma
mitocondrial es de 490kb (Notsu et al., 2002). A diferencias del grado de conservacion del
genoma cloropléstico, el genoma de la mitocondria tiene un comportamiento evolutivo muy
dinamico. Incorpora genes nucleares y del cloroplasto con facilidad, cambia la posicion relativa
de sus genes y en algunas especies puede ser encontrado en varias formas diferentes, como un
gran cromosoma o varios pequefios. Si bien es un genoma con una estructura muy cambiante
debido a los reordenamiento de las regiones no codificantes, la secuencia de los genes es muy

conservada. (Graur and Li, 2000).

Dentro del género Oryza se encuentran publicados los genomas nucleares de dos de las
subespecies mayoritarias de Oryza sativa, O. sativa ssp japonica y O. sativa ssp indica, cinco
genomas completos de cloroplastos: O. sativa ssp japonica, O. sativa ssp indica (Tang et al.,
2004), O. nivara (Shahid Masood et al., 2004b), O. rufipogon, O. meridionalis, (Waters et al.,
2011) y un genoma mitocondrial de O. sativa ssp japonica (Notsu et al., 2002).

Existe entre los genomas de los organelos y el nuclear un continuo proceso de transferencia; el
que se ha hecho mas evidente en los ultimos afios debido a la disponibilidad de genomas
completos nucleares y de cloroplastos de varias especies de plantas. Esto ha revelado que en el
genoma nuclear existe gran cantidad de ADN proveniente de los organelos (Martin, 2003; Richly
and Leister, 2004a, 2004b). Los cloroplastos y las mitocondrias estan constantemente
bombardeando al el nucleo, en un proceso de trasferencia lateral de genes, lo que le confiere
dinamica al genoma nuclear. Los trabajos de Stegemann et al. (2003) y Huang et al. (2003), dos
estudios independientes que estudiaron las transferencias entre el cloroplasto y el nucleo en una
planta de tabaco, utilizaron la técnica de transformacion cloroplastica con genes reporteros de
resistencia a antibioticos para evaluar la existencia y frecuencias de dichas trasferencias. Ambos
trabajos llegan a resultados semejantes, en el primero estimaron que 1 de cada 5.000.000 de
células somaticas eran portadoras de una transferencia de ADN cloroplastico al nucleo. En el
trabajo de Huang et al. (2003) determinaron que 1 de 16.000 plantas de tabaco, en tan s6lo una
generacion, presentaban al menos una transferencia. Las tasas estimadas en éstos trabajos sdlo
consideraron una region (la portadora de los genes de resistencia) y los genes trasferidos de alta

expresion por lo que estas tasas pueden ser aun mayores.
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Como consecuencia, varios miles de genes funcionales han sido adquiridos por las plantas
durante la evolucion de los cloroplastos (Martin et al., 2002). Sin embargo, los organelos no sélo
donan genes funcionales, se han encontrados fragmentos de ADN no codificantes de origen

plastidico en muchos de los nucleos de las plantas (Yuan et al., 2002; Richly and Leister, 2004a).

Comparaciones filogenéticas de genes nucleares individuales distribuidos en todo el genoma de
A. thaliana con genomas procariotas de organismos representativos, revelaron que 866 de las
9368 proteinas codificadas por el nucleo de A. thaliana eran suficientemente conservadas y
mostraban alta similaridad con genes de cianobacterias (Martin et al., 2002). Extrapolando estos
datos se concluyé que el 18% de los genes nucleares de A. thaliana fueron adquiridos a partir

del ancestro procariota de los cloroplastos (Martin and Herrmann, 1998).

Los mecanismos por los que las regiones de ADN cloroplastico son transferidos al nucleo estan
aun en discusion. Hay tres posibles mecanismos propuestos: 1) grandes cantidades de ADN
liberada del genoma del plasto y que recombina con el genoma nuclear, 2) mediado por mRNA,
0 3) mediado por cDNA (posiblemente mediado por virus). En los trabajos de Stegemann et al.
(2003) y Huang et al. (2003), mencionados antes, se propone que seria el continuo escape de
grandes cantidades de ADN cloroplastico y su recombinacion no homologa con el ADN nuclear
el mecanismo que mediaria estas trasferencias. Este mecanismo explica muy bien la
composicion del genoma nuclear de A. thaliana, donde se encotraron genes que codifican para t-
RNAs cloroplasticos conteniendo intrones (Martin, 2003). Sin embargo el genoma del arroz
muestra otras evidencias, la reciente incorporacién de 33 kb de ADN cloroplastico en el
cromosoma 10 del arroz parece haber sido mediada por cDNA (The Rice Chromosome 10
Sequencing Consortium).

La mayoria de los segmentos de ADN integrado a los genomas nucleares que han sido
trasferidos desde los organelos citoplasmaticos tienen tamafios menores a 1kb de largo (Richly
and Leister, 2004a). Sin embargo, se han identificado fragmentos mayores, como en el caso de
la insercién de una region de ADN mitocondrial en el cromosoma 2 de A. thaliana de 620 kb
(Stupar et al., 2001a) y la insercion de ADN cloroplastico en el cromosoma 10 de O. sativa
subespecie japonica de 131 kb de largo (Yu et al., 2003).

En ambas especies, las inserciones de ADN de organelos citoplasmaticos en el nucleo no estan
distribuidos al azar, sino que estan ligados entre si. Se ha encontrado por estudios de
homologia, regiones de un organelo que se corresponden con la sumatoria de un determinado
conjunto de insertos pequefios. Esto implicaria que las inserciones primarias fueron mas grandes
que las observadas hoy, pero que su tamafio decay6 durante la evolucion generando fragmentos
mas pequefos con secuencias divergentes a lo largo del tiempo (Richly and Leister, 2004b;
Leister, 2005a).

La distribucion y abundancia de los fragmentos cloroplasticos insertos en el genoma nuclear fue

estudiada por Matsuo et al., 2005, reportando que los fragmentos de gran tamafio (> 10kb) se

13



encuentran insertos preferentemente en la region pericentromética de los cromosomas. Esta
region es pobre en genes por lo que puede ser propicia para la integracion de ADN foraneo. En
este trabajo compararon el genoma del cloroplasto de O. sativa ssp japonica contra el genoma

nuclear de la misma y determinaron que el 0.2% del genoma nuclear es de origen cloroplastico.

En el genoma de arroz en particular existe una dinamica de integracion de fragmentos
cloroplasticos a el nucleo muy alta. Estos fragmentos insertos pueden provenir de cualquier parte
del genoma del cloroplasto, la transferencia y la integracién en el genoma nuclear se produce
casi igualmente en todo el genoma nuclear. (Matsuo et al., 2005). Sin duda que entender este
proceso de plasticidad gendmica es de gran interés tanto desde el punto de vista estrictamente
académico por sus implicancias en genémica evolutiva, como también practico pues los mismos
pueden representar importantes marcadores génicos que puede ser aprovechados en estudios

de variabilidad intraespecifica.

Secuenciacién masiva para el estudio genémico en plantas.

La disponibilidad de genomas totalmente secuenciados de muchos de los cultivos importantes y
la posibilidad de realizar secuenciacion a gran escala a bajos costos provee de oportunidades

para profundizar el estudio de la historia evolutiva de las plantas domesticadas.

La gendmica comparativa en cultivos estd siendo trasformada y una nueva generacion de
enfoques experimentales y computacionales estan surgiendo a partir de la gran disponibilidad de
datos de secuencias. El futuro del mejoramiento de cultivos puede estar centrado en la
comparacion de los genomas de plantas individuales, y algunos de las mejores oportunidades
puede surgir de la combinacion de nuevas estrategias de mapeo y andlisis evolutivos para el
descubrimiento y uso de la variabilidad genética (Morrell et al., 2011). En un articulo reciente se
describe el potencial del uso de la resecuenciacion para contribuir a la comprension de la

complejidad y diversidad asociada con la domesticacion de los cultivos (Varshney et al., 2010).

Los primeros genomas secuenciados se obtuvieron utilizando el método "tradicional" de
secuenciacion. Para ello era necesario, generar bibliotecas a partir de segmentos individuales
del ADN genémico. Estos eran clonados en cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y luego

secuenciados por la técnica de Sanger (Rounsley et al., 2009).

El avance en las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS), acelero el proceso
de obtencion de genomas completos y permitié plantearse desafios mayores. Las tecnologias
NGS tienen en comun la capacidad de generar datos en grandes volimenes y de disminuir el
error al no requerir del clonado para la obtencion de las bibliotecas de secuenciacion (Rounsley
et al., 2009).

El contar con la secuencia de genomas completos de organelos (cloroplasto y mitocondrias)
provee de recursos y de informacion muy valiosa para el estudio de la evolucion de las plantas.
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Con el desarrollo de las tecnologias de nueva generacion, se esta convirtiendo en una norma la
obtencion de genomas completos a través de la aplicacion de éstas tecnologias (Zhang et al.,
2011). Recientemente se ha visto un incremento acelerado en el nimero de genomas de
organelos secuenciados. Hoy estan disponibles 285 genomas completos de cloroplastos y 82
genomas completos de mitocondrias de plantas. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/PLANTS
/PlantList.html revisado 10/10/2012).

El sistema 454 fue la primera plataforma de secuenciacion de nueva generacion disponible como
un producto comercial. Este sistema estd basado en la técnica de pirosecuenciacion del ADN,
desarrollada inicialmente por Mostaza Rognaghi y colaboradores a finales de la década del '90
(Ronaghi et al., 1998).

La plataforma de secuenciacién 454/Roche ha sido aplicada con diversos objetivos,
secuenciacion de novo de organismos no modelos, diagnoéstico, secuenciacion de trascriptomas,
secuenciacion de ADN antiguo, de BACs, amplicones y secuenciacion de metagenomas entre
otras. La pirosecuenciacién ha sido perfeccionada para la secuenciaciéon de genomas completos
(Jarvie and Harkins, 2008) y es un método eficiente para la deteccion de SNPs y andlisis de

metilacion.

La longitud de las lecturas obtenidas ha ido en aumento, desde 200 pb en la primer version,
hasta los 1000 pb obtenidos actualmente aplicando GS FLX+ System. La obtencion de
fragmentos largos, lo hace un método excelente para la secuenciacion de especies no modelos
para las que no se disponen de genomas de referencias y facilita la resolucién del ensamblaje de

genomas con abundante ADN repetitivo (Kircher and Kelso, 2010).

El importante desarrollo de las ciencias gendmicas en los ultimos afios, debido a los avances en
las técnicas de secuenciacion masiva antes mencionado y al desarrollo de las capacidades
bioinformaticas para el andlisis de grandes cantidades de informacién de secuencia, posibilita
abordajes practicamente impensables hace pocos afios atrds. Sin embargo a pesar de la
posibilidad técnica de obtener con relativa facilidad y a costos bajos secuencias genémicas en
grandes volumenes, la principal limitante que existe en la actualidad es la capacidad de analizar
e interpretar estos resultados. Por esta razdn, otro de los objetivos de este trabajo de tesis de
maestria es precisamente adquirir conocimientos en la integracion de herramientas
bioinformaticas y datos de secuenciacion de nueva generacion para analizar genomas de plantas
abordando un tema de gran importancia tanto evolutivo como para su posible aplicacion en el

mejoramiento genético de una de las principales producciones agricolas de Uruguay.
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Objetivo general

Estudio del origen evolutivo del arroz maleza de Uruguay a través de aproximaciones de

gendmica evolutiva/comparativa para la generacion de informacion y herramientas que permitan

estudiar sus procesos evolutivos y disefar estrategias de control.

Objetivos especificos

1)

Desarrollo de una metodologia para la obtencién de las secuencias cloroplasticas a partir

de datos de secuencias de ADN total.

Identificacion de variantes entre los genomas cloroplasticos publicos para ser aplicadas
como marcadores geneéticos que permitan determinar el origen del arroz maleza en
estudio y generar herramientas para profundizar en el conocimiento de la diversidad
existente de las poblaciones de ésta maleza en el pais, asi como su dinamica

poblacional..

Estudio de la dinamica de transferencias de segmentos gendmicos entre el genoma del

cloroplasto y el nucleo
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Materiales y Métodos

Material vegetal.

El individuo de arroz maleza elegido para la secuenciacion fue obtenido desde una chacra
ubicada en el Departamento de Cerro Largo (manchon n° 356, planta nro. 8), de aqui en mas
AM356-8. Las semillas de AM356-8 fueron germinadas en maceta hasta estadio de 4 hojas en

invernaculo.

Aislamiento de ADN.

El aislamiento de ADN gendmico se realiz6 a partir del material verde obtenido bajo las
condiciones antes descritas. El protocolo de extraccion utilizado fue FAO/IAEA (Interregional
Training Course on Mutant Germplasm Characterization), con modificaciones menores. Se
molieron de 2 a 4 g de tejido vegetal en mortero con nitrégeno liquido, colocando el material
finamente molido en tubos con 5 ml de buffer de extraccion con 5 ml de buffer de extraccion
precalentado (65°C) (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM &cido etilendiamintetracético [EDTA] pH 8,
100 mM Tris pH 8, 2% PVP — 40), agregando a cada tubo individual 6,25 ul B — mercaptoetanol.
Luego de incubar las muestras a 65°C durante 20 minutos con agitacion suave y periddica, se le
agreg6 1 volumen de Cloroformo-isoamilico (24:1), mezclando cuidadosamente. Seguido por una
centrifugacion a 12 000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante fue transferido a otro
tubo, donde se precipitd el ADN con 2/3 de volumen de isopropanol. Las muestras fueron
centrifugadas a 5 000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA). El pellet obtenido

fue lavado con etanol 70% y centrifugado a 5 000 rpm durante 5 minutos.

La muestra fue cuantificada por electroforesis en gel de Agarosa 0,9 %, revelado con tincion de
bromuro de etidio. Se utilizé Mass Ruler High Range 42.2 ng/ul (Fermentas) como estandar de
concentracion y tamafio. La concentracién y calculo de relacion ADN/Proteina fue realizada por

medicién espectrofotométrica en NanoDrop 8000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Se ajusto la concentracion de la muestra a 700 ng/ul con un ratio de ADN/proteina mayor 1.9,
requerimientos minimos para la secuenciacién. La concentracion fue media luego con Picogreen

(Invitrogen) confirmando la concentracién y calidad obtenida.
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Secuenciacion.

Preparacion de libreria gendmica:

La libreria gendmica de secuenciacion fue realizada con el kit " GS FLX Titanium Rapid Library
MID Adaptors" (Roche), segun los fundamentos descritos por Marguiles et al, 2005 y las
modificaciones al protocolo descrito por Roche. Se partié de 5 ug de ADN gendmico. EI ADN fue
fraccionado mecanicamente para obtener fragmentos de 400-1000 bp. Luego los extremos de
estos fragmentos fueron reparados mediante una reaccion catalizada por la T4 Polimerasa y la
T4 polinucledtido quinasa. En la etapa siguiente fueron ligados los adaptadores Ay B y el
identificador para secuenciacion de multiples muestras (RLMID- MID5: ATCAGACACG),
mediante la enzima T4 ligasa. Estos adaptadores proporcionan las secuencias de hibridacion
para la posterior amplificacion y secuenciacion de los fragmentos de la libreria. Los fragmentos
menores a 350 pb fueron descartados utilizando el método AMPure Bean incluido en el kit y
segun protocolo descrito por Roche. La libreria luego es inmovilizada, esto es la fijacion de los
fragmentos con los adaptadores ligados a perlas magnéticas. La union es mediante el adaptador
B. Este adaptador esta biotinilado en su extremo 5' lo que permite la fijacion de la libreria a las
perlas recubiertas de estreptoavidina. Luego de un paso de relleno de huecos, las hebras no
biotiniladas son removidas de las perlas y es generada la libreria molde de ADN de simple
cadena (ssDNA). La libreria fue cuantificada utilizando TBS 380 Fluorometer segln protocolo
descrito por Roche, para la determinacion de la proporcion éptima (moléculas de ADN:perlas)
necesaria para la PCR en emulsiéon (emPCR). La calidad se evalio mediante Agilent Bioanalyzer
High Sensitivity DNA chip. Las alicuotas de trabajo fueron preparadas con una concentracion

final de 1x10” moléculas/pl.

Amplificaciéon en emulsién (emPCR):

La amplificacion en emulsion se realizé con el kit GS FLX Titanium SV emPCR Kit (Lib-L)
(Roche), segun protocolo descrito por Roche. A las alicuotas de trabajo de la libreria gendmica
se les agrego la mezcla de amplificacion (mezcla de enzimas para emPCR y PPiasa) y aceite.
Mediante una agitacion vigorosa en TissueLyser |l (Qiagen) se emulsiona la mezcla generando
los microrreactores de 50-100 ym de diametro donde se realizé la reaccion de amplificacion. En
la siguiente etapa fueron recuperadas las perlas con el producto de la amplificacion (libreria
gendémica doble cadena). Para la recuperacion de las perlas con ADN fue necesario primero
romper la emulsion quimicamente. La recuperacion y lavado de las perlas se realizé segun
protocolo descrito por Roche para volumenes pequefios de emulsion (SVE- Small Volume
Emulsions). Una vez recuperadas las perlas con ADN doble cadena, se hibridaron los cebadores
para secuenciacion. Finalizada ésta etapa, se realiz6 un enriquecimiento en perlas con ADN
hibridado y con amplificacion eficiente (perlas con ADN doble hebra) y luego se cuantifico
mediante un contador de particulas Beckman-Coulter el porcentaje de perlas enriquecidas que
se obtuvo. Esta cuantificacion permitié evaluar la eficiencia de la reaccion de amplificacion y la

condicion de la muestra para continuar con el procedimiento.
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Secuenciacion:

La secuenciacion se realizé con el kit GS Titanium Sequencing XLR70 (Roche), para secuenciar
1/4 de GS Titanium PicoTiterPlate (PTP) 70x75 en 454 Genome Sequencer FLX System
(Roche). La técnica utilizada es la pirosecuenciacion (Ronaghi et al., 1998), basada en la
secuenciacion por sintesis. En esta es acoplada la sintesis de ADN a una reaccion
quimioluminiscente. La libreria ssDNA amplificada con el cebador de secuenciacion unido se
incubo con las enzimas DNA polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa, mas los sustratos
adenosina-5'-fosfosulfato (APS) y luciferina. Luego es afiadido uno de los 4 dNTPs, donde la
ADN polimerasa cataliza su incorporacion si este es complementario al molde. Si existe
incorporacion es liberado PPi equivalente a la cantidad de dNTP incorporado. La ATP-sulfurilasa
convierte cuantitativamente el PPi en ATP en presencia de APS. ElI ATP generado permite la
conversion de la luciferina en oxiluciferina por accion de la luciferasa, generando luz visible en
cantidades proporcionales a la cantidad de ATP presente. La luz emitida es detectada por una
camara CCD y es analizada por el software asociado al equipo. La intensidad de la sefial emitida
es proporcional a la cantidad de nuledtidos incorporados. Los nucleétidos no incorporados son
degradados por enzima apirasa. La entrada de un nuevo flujo de nucledétidos comienza un nuevo
ciclo. Los patrones luminicos detectados por la camara CCD son traducidos a secuencias por el
programa GS Sequencer. Los datos son almacenados en un archivo binario (formato standard
flowgram format, sff) donde se encuentra la informacion de secuencias de cada uno de los

lecturas y sus respectivos datos de calidad

Analisis de datos.

Andlisis primario y evaluacion de calidad.
Los datos crudos se analizaron con programas desarrollados por el grupo y con programas

proporcionados por Roche.

En el procesado primario de los datos fueron removidas las secuencias de los adaptadores y el
coédigo de multiples muestras (MID5), sff_extract (ROCHE) y/o una aplicacion del programa de
ensamblado Newbler (ROCHE).

El calculo del largo promedio y el porcentaje de lecturas duplicadas artificialmente se
determinaron aplicando programas desarrollados por el laboratorio de Biomatematicas.

(media_largos.pl y cutlecturas.pl).
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Representacién de los genomas de la célula vegetal en los datos de secuencia.
Genoma nuclear: se comparo las lecturas de AM356-8 con el genoma nuclear de O. sativa ssp.
japonica cv Nipponbare, utilizando el programa de ensamblado y mapeo Newbler (Roche). Las

condiciones optimizadas para el mapeo de genomas eucariotas completos.

Genoma de mitocondria: se compard las lecturas de AM356-8 con el genoma mitocondrial de O.
sativa ssp. japonica cv Nipponbare (NC_011033.1), utilizando el programa blastn con los

parametros e-value: 1x10'1°, -FF.

Genoma cloroplastico: se compar¢ las lecturas deAM356-8 con el genoma del cloroplasto de O.
sativa ssp japonica cv Nipponbare, utilizando el programa blastn con los parametros e-value:
1x107°, -FF.

Identificacion y clasificacion de secuencias cloroplasticas.

Genomas publicos de referencia.

La secuencias de los genomas publicos fueron obtenidas desde NCBI-RefSeq.

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/RefSeq). (Tabla 1)

Genoma cloroplasto N° acceso Tamanio (pb) Publicacion
Orza rufipogon NC017835.1 134544 2012
Oryza nivara AP006728 134494 2004
Oryza sativa ssp. indica AY522329.1 134496 2004
Oryza sativa ssp. japonica AY522330.1 134551 2004

Tabla 1: Genomas cloroplasticos publicos de referencia obtenidos desde NCBI

La identificacion de las lecturas cloroplasticas de AM356-8 se realizdé por comparacion de las
lecturas obtenidas en la secuenciacion con los tres genomas de referencia disponibles a marzo
2011( genoma cloroplasto O. nivara, genoma cloroplasto O. sativa ssp indica, O. sativa ssp
japonica). La comparacion se realizé con el algoritmo BLAST [Altschul et al., 1999], opcién bastn
con e-value de 1x10™"° y -F F (mantencién de secuencias de baja complejidad) para cada
genoma de referencias por separado. Sobre el resultado de cada uno de los blast se seleccioné
el conjunto de lecturas con similitud a cada genoma cloroplastico, generando tres conjuntos de

lecturas RJ, RI, RN respectivos a cada genoma comparado.

Sobre el resultado de blast de los conjunto de lecturas RJ, RI, RN se aplicaron dos filtros. El
primero fue sobre el largo del alineamiento de la lectura con el genoma con el que se comparo,
se seleccionaron en los tres casos lecturas con un alineamiento mayor a 100 nucleétidos de
largo. Se generaron de esta manera tres conjuntos RJ_100, RI_100, RN_100. El segundo filtro
aplicado fue sobre el porcentaje de alineamiento de la lectura con el genoma con el que se
compard. El porcentaje de alineamiento o solapamiento (%s) se calculé como el largo el

alineamiento/largo de la lectura. El largo de la lectura se obtuvo con el programa fastaUtilis.pl.
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El conjunto llamado RC, se generé con las lecturas que presentaron un porcentaje de
alineamiento con el cloroplasto de 99% (%s >=99%). El conjunto Rl se generd con aquellas
lecturas que presentaban un alineamiento menor al 99% de su largo (%s <99). Los mismos filtros
fueron aplicados sobre los tres conjuntos de lecturas (RJ, RI, RN), generando 2 archivos por
genoma de referencia japonica: RJC/RJI, indica: RIC/RII, nivara: RNC/RNI. El conjunto RIJ se
subdividid generando el conjunto RlJa, donde se agruparon lecturas con un porcentaje de

solapamiento (%s) menor a 90%.

Ensamblado DeNovo del cloroplasto AM356-8.
Los conjuntos de lecturas RCJ,RCI,RCN se utilizaron para el ensamblado de novo del
cloroplasto de AM356-8.

a ) El conjunto de lecturas RCJ fue ensamblado con el programa Newbler (Roche). El archivo de
extension sff conteniendo el subconjunto de lecturas deseado se obtuvo utilizando el programa
sfffile (Roche). Los parametros utilizados para el ensamblado fueron los recomendados para el
ensamblado datos gendémicos de organismos no complejos (largo minimo de solapamiento=50

bases; minima identidad de la region solapante= 90%).

b) Los conjuntos de lecturas RCI, RCN, se ensamblaron bajo las mismas condiciones que en a).

Mapeo contra genomas de referencia.

a) El mapeo del conjunto de lecturas RCJ se realizo utilizando MIRA 3 version 3.4.0 (Chevreux,
2005) con los parametros recomendados para mapeo contra genoma de referencia con datos
genomicos de organismos eucariotas generados a partir de secuenciador 454/Roche. Los
parametros de mapeo utilizados fueron: job= mapping,accurate,454 ; AS:ard=yes; AS:urd= no;
SK: mnr=no; nrr=10; mmhr=1). Se mapeo contra el genoma del cloroplasto de O. sativa ssp
japonica ( AY522330.1).

Busqueda de regiones divergentes entre los genomas publicos.

La busqueda de las regiones divergentes entre los genomas de cloroplastos de O. nivara, O.
rufipogon, O. sativa ssp indica, O. sativa ssp japonica se realizo utilizando el paquete de
herramientas para genémica comparativa Whole Genome VISTA Tools (Zambon et al., 2005), En
este paquete esta implementado el algoritmo LAGAN para alineamiento de genomas y MLAGAN

para alineamientos multiples de genomas (Brudno et al., 2003).

La busqueda de las regiones variables entre los 4 genomas se realizé en ventanas de 600 bases
recorriendo el alineamiento por completo (Kumagai et al., 2010). Las regiones en las cuales se
encontraron diferencias en las secuencias del tipo SNPs y/o INDELs fueron extraidas.
Confirmando lo observado mediante una nuevo alineamiento con el algoritmo ClustalW
(Thompson et al., 1994) implementado en MEGA 4 (Kumar et al.,, 2008) confirmando la

existencia de SNP y/o INDELS.
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La deteccion de SNPs se realiz6 ademas con el algoritmo Muscle 3.6 implementado en el
programa MAUVE (Darling et al., 2004). Como archivos de salida el programa reporta las
regiones conservadas entre los genomas comparados, asi como las regiones que presentan
diferencias de una unica base entre los genomas. Para cada sitio polimérfico identificado (SNP)
en el alineamiento, el programa registra en el archivo de SNP los nucleétidos presentes en cada
genoma en ese sitio, junto con las coordenadas del lugar en cada genoma de forma de verificar

los encontrados por el procedimiento anterior.

Las secuencias conteniendo INDELSs, fueron extraidas seleccionando 600 bases que contuvieran
el INDEL y estas se compararon via blastn (e-value=11X10"°) con las lecturas del conjunto RCJ.
Aquellas lecturas que mostraron identidad superior a 90%, con un largo de alineamiento minimo
de 100 nucledtidos y que contenian la region de interés fueron extraidos utilizando del programa
awk. Las lecturas extraidas se alinearon con las secuencias correspondientes de referencia
utilizando el algoritmo ClustalW, de esta manera se confirmd la existencia de la variante tipo
INDEL evaluada. Para cada INDEL evaluado se realiz6 el mismo procedimiento. Las secuencias
de referencia de cada region interrogada se obtuvieron a partir del archivo genebank (gbk) de
cada genoma correspondiente, seleccionando la region de interés mediante el programa Artemis
(Rutherford et al., 2000).

Identificacion de trasferencias desde genoma cloroplastico hacia nuclear.

Para la identificacion de las regiones transferidas desde el genoma cloroplastico al nuclear se
comparo las lecturas cloroplasticas con el genoma nuclear. El conjunto de lecturas consideradas
como de origen cloroplastico fueron los conjuntos RC generados anteriormente. La comparacion
del conjunto RCJ con el genoma nuclear de O. sativa ssp japonica cv Nipponbare y con el
cloroplasto O.sativa subsp. japonica se realizé mediante el programa BLAST [Altschul et al.,
1999] opcion blastn, fijando un e-value de 1x10"® Una vez obtenidos los resultados de BLAST
contra ambos genomas se le agrego los largos de cada una de las lecturas. Los largos de las

lecturas se calcularon utilizando el programa fastaUstilis.pl.

Se definieron tres tipos de trasferencias a ser identificadas:

Trasferencias Modernas.

Sobre el resultado de blast del conjunto de lecturas RlJa con el genoma cloroplastico de japonica
se aplicaron los filtros: porcentaje de identidad con el cloroplasto menor al 90% y porcentaje de
alineamiento/solapamiento con el cloroplasto mayor o igual a 99%. (%ID<90%; %s>=99%).
Sobre el resultado de blast del conjunto de lecturas RlJa con el genoma nuclear de japonica se
aplicaron los filtros: porcentaje de identidad mayor o igual a 99 % y el porcentaje de
alineamiento/solapamiento mayor o igual a 99%. Las lecturas que cumplieron con los filtros

aplicados sobre ambos resultados de blast se clasificaron como transferencias modernas.
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Transferencia Antiguas.

Caso 1: Sobre el resultado de blast del conjunto de lecturas RCJ con el genoma cloroplastico de
japonica se aplicaron los filtros: porcentaje de identidad con el cloroplasto menor al 98% y
porcentaje de alineamiento/solapamiento con el cloroplasto mayor o igual a 99%. (%ID<98%;
%s>=99%). Sobre el resultado de blast del conjunto de lecturas RCJ con el genoma nuclear de
japonica se aplicaron dos criterios de filtrados: 1) porcentaje de identidad mayor o igual a 99 % y
el porcentaje de alineamiento/solapamiento mayor o igual a 98%. 2) porcentaje de identidad

mayor o igual a 99 % y el porcentaje de alineamiento/solapamiento mayor o igual a 99%.
Caso 2 (considera bordes o fragmentos insertos de menor tamario que la propia lectura):

Sobre el resultado de blast del conjunto de lecturas RlJa con el genoma cloroplastico de
japonica se aplicaron los filtros: porcentaje de identidad con el cloroplasto menor al 98% y
porcentaje de alineamiento/solapamiento con el cloroplasto menor al 90%. (%ID<98%;
%s<90%). Sobre el resultado de blast del conjunto de lecturas RlJa con el genoma nuclear de
japonica se aplicaron dos criterios de filtrados: 1) porcentaje de identidad mayor o igual a 99 % y
el porcentaje de alineamiento/solapamiento mayor o igual a 98%. 2) porcentaje de identidad

mayor o igual a 99 % y el porcentaje de alineamiento/solapamiento mayor o igual a 99%.

Transferencia exclusivas del biotipo maleza.

Sobre el resultado de blast del conjunto de lecturas RlJa con el genoma cloroplastico de japonica
se aplico el filtro: porcentaje de alineamiento/solapamiento con el cloroplasto menor al 80%
(%s<80%). Sobre el resultado de blast del conjunto de lecturas RlJa con el genoma nuclear de
japonica se aplico: el porcentaje de alineamiento/solapamiento menor a 80%. Para las lecturas
que cumplian con ambos criterios de filtrados se evallo las caracteristicas del alineamiento

contra cada genoma.

Disefio de cebadores para evaluacion de las transferencias de maleza: Los cebadores fueron
disefados sobre la secuencia del genoma nuclear de O. sativa ssp japonica y la secuencia de
las lecturas a interrogar: GCFF90V02JK097 y GCFF90V02GW6GW (llamadas K097 y W6GW
respectivamente), utilizando el programa Primer3. se disefiaron dos pares de cebadores por

cada lectura. La secuencia de cada uno se muestra en la Tabla 2.

Lectura Cebador Secuencia

GCFF90V02JK097 F1 aggtgtgttgcaaggtgttc
R1 gaacaccttgcaacacacct
F2 aatgagggagtaacgtggca
R2 ccagaccgcgcgaagaag

GCFF90V02GW6GW F1 actcggaatgctgccaaga
R1 tgagcttatgtgaaacgccg
F2 ccagcacacgaagaacatca
R2 tggagcttaaatctgcctgag

Tabla 2: Secuencia de cebadores disefiados para la confirmacion de trasferencias entre el genoma cloroplastico y el
genoma nuclear de AM356-8 y O. sativa japonica.
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Se utilizaron tres combinaciones de los cebadores para ambos casos: F1/R1; F2/R2; F2/R1.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para las reacciones de amplificacion fue: Se
utilizaron 10 ul de reaccion conteniendo 10 mM de primers, 5 mM desoxirribonucleétidos
(dNTPs), 2,5 mM MgCI2 (Fermentas), 10X buffer (Fermentas), 100 ng ADN molde, 0,25
unidades de Taq (Fermentas) polimerasa sujeto al siguiente ciclo de PCR: 95°C por 7 minutos,
32 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, 72°C por 5 minutos, hold
a4°C.

Los resultados de las amplificaciones se visualizaron por geles de agarosa 2% revelado con
tincion de bromuro de etidio, se utilizaron 1 yl de 100 pb (Fermentas) como marcador de peso

molecular.
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Resultados y Discusion

Secuenciado con 454/Roche.

Se obtuvieron 295.159 lecturas con un largo promedio de 277 nucledtidos a partir de la
secuenciacion de la muestra de ADN genomico del arroz maleza AM356-8. Esto corresponde a
96 Mb de datos. Las secuencias obtenidas fueron evaluados para determinar la calidad de los
mismos, buscando detectar posibles errores inherentes a la técnica de secuenciacion utilizada,

asi como posibles contaminaciones de la muestra con ADN de otros organismos.

Calidad de los datos.

Cdémo parametro de calidad de la secuenciacion se evallo el porcentaje de lecturas repetidas
artificialmente identificando 28.427 lecturas, lo que representa 9.6% del total de datos de
secuencias obtenidas. Este porcentaje representa un valor bajo de duplicacion si lo comparamos
con los reportados por otros trabajos donde es utilizada la pirosecuenciacion. En la
secuenciacion de un genoma antiguo de una planta extinta se obtuvo un 12% de lecturas
duplicadas (Zhang et al., 2011). Mientras que en un estudio reciente realizado sobre datos de
metagenoma se reporta que en datos crudos provenientes de un secuenciador 454/Roche se
espera desde un 11 a un 35% de lecturas duplicadas artificialmente (Gomez-Alvarez et al.,
2009).

La aparicién de lecturas repetidas artificialmente es un artefacto muy comun encontrado en
conjuntos de secuencias obtenidas a partir de la técnica de pirosecuenciacion. El artefacto se
genera en el paso de PCR en emulsién, donde un mismo segmento de ADN es secuenciando
mas de una vez. Esta repeticion se debe a que un unico fragmento de ADN junto a varias perlas
magnéticas quedan dentro del mismo microrreactor y como resultado se obtiene la secuencia de
ese fragmento tantas veces como perlas magnéticas haya en el microrreactor. En muestras de
ADN gendmico como lo es ésta, es muy poco probable encontrar dos lecturas diferentes que
comiencen en el mismo lugar dada la forma en que fue fragmentado el genoma. Este criterio se
utilizé para la identificacion de las lecturas repetidas artificialmente, es decir aquellas que
empezaran exactamente en el mismo sitio, compartiendo las n-primeras. En este caso se

compararon las primeras 50 bases de todas las lecturas obtenidas.

Las células vegetales presentan tres genomas, el nuclear, el mitocondrial y el cloroplastico como
se comentd anteriormente. Dado que la extraccion de ADN realizada en este trabajo no incluyé
ningun paso donde los genomas extranucleares fueran removidos, se evallo la representacion
de estos 3 genomas en los datos de secuenciacion. Para evaluar la representacion de éstos
genomas en los datos de secuencias de AM356-8, se comparo el conjunto de lecturas con los

genomas de referencias nuclear, cloroplastico y mitocondrial de O. sativa ssp japonica
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Genoma nuclear.

La cobertura del genoma nuclear obtenida en este trabajo fue de 0.13X (Tabla 1). La
representacion del genoma nuclear se evalud aplicando técnicas de mapeo contra genoma de
referencia, en este caso el genoma nuclear de O. sativa ssp japonica cv Nipponbare utilizando el

programa Newbler (Roche).

El tamafio del genoma nuclear del arroz es de 400 Mb, dado que en este trabajo se utilizé un
cuarto de placa de 454/Roche para la secuenciacion, la cobertura esperada era de 0.25X, pues
la cantidad de datos de secuencia esperado es aproximadamente 100 Mb (por cada placa de
secuenciacion de 454/Roche se obtiene entre 350-500 Mb). Sin embargo luego de realizado el

mapeo fue menor.

Coberturas bajas de genomas nucleares del orden de 0.1X, como la obtenida en este trabajo, se
han utilizado como estrategia para la obtencion de secuencias GSS en especies no modelos
(Rasmussen and Noor, 2009) y para el desarrollo de marcadores moleculares en las mismas.
Dado el gran avance que han tenido en los ultimos 5 afios las tecnologias de secuenciacion, lo
que ha generado una reduccion en el costo por base secuenciada en mas de cien mil veces
(Lander, 2011), abordajes del estilo del trabajo de Rasmussen et al. (2009) no son aplicados hoy

en dia.

Genomas de organelos.
La representacion de los genomas de los organelos se evallio con el programa BLAST (Altschul

et al., 1990), opcion blastn.

En la comparacion con el genoma mitocondrial O. sativa ssp japonica se identificaron 17.003
lecturas con similaridad a dicho genoma, esto es el 5.7 % de los datos totales de secuencia. La
cobertura obtenida con estos datos de secuencia para el genoma mitocondrial del arroz de 490
Kb de tamafio (Notsu et al., 2002) fue de 10X (Tabla 3)

Para el genoma cloroplastico de O. sativa ssp japonica (Tang et al., 2004), se identificaron
47.817 lecturas de AM356-8 con similaridad significativa al cloroplasto de referencia. Esta
cantidad de lecturas representa el 16% del total de los datos lo que arroja una cobertura de
106X (Tabla 1), considerando que el tamafio de este genoma es de 134.551 pb.

La mayor representacion del genoma del cloroplasto en estos datos de secuencias, puede
deberse a la combinacién de varios factores. En primer lugar, la abundancia de estos organelos
en hojas jovenes, tejido del que se obtuvo la muestra para la secuenciaciéon. or cada célula
vegetal existen multiples copias del genoma cloroplastico, en células de hojas puede haber entre
400 a 1600 copias de este genoma, dependiendo de la especie (Pyke, 1999). Estos valores
implicarian para el caso de arroz que el porcentaje de ADN de origen cloroplastico vaya desde
11% a 35%. Un segundo elemento que contribuye en forma significativa a incrementar el nimero

de lecturas con similitud al genoma cloroplastico es que el genoma nuclear contiene varios
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segmentos (que representan una parte importante del mismo), que son de origen cloroplastico.
Esto es debido a transferencias entre ambos genomas relativamente recientes. Como veremos

mas adelante el estudio de estas transferencias representan un capitulo importante de esta tesis.

Comparacion con los genomas nuclear, mitocondrial y cloroplastico O. sativa japonica

N° lecturas totales 295.159
N° lecturas incluidos 295.092
N° lecturas mapeados contra nucleo 177.920
Cobertura 0.13X
N° lecturas mapeados contra mitocondria 17003
Cobertura 10X
N° lecturas mapeados contra cloroplasto 47817
Cobertura 106X

Tabla 3: Resumen de resultados obtenidos en la comparacion con los 3 genomas de la célula vegetal: Nuclear (mapeo
con Newbler), mitocondrial y cloroplastico (Blast en ambos organelos) de las secuencias de AM356-8.

Una vez evaluada la representacion de los 3 genomas de la célula vegetal en los datos de
secuenciacion y habiendo considerado la cobertura obtenida y las caracteristicas de cada

genoma se continuaron los analisis con el genoma del cloroplasto.
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Identificacién y clasificacion de secuencias cloroplasticas.

La disponibilidad de datos de secuencias cloroplasticas de la misma especie que el biotipo
secuenciado, como es el caso de las dos subespecies de O. sativa y de los dos posibles
ancestros de ésta, O. nivara y O. rufipogon, hizo que se planteara una estrategia de genémica
comparativa para la obtencion y estudio de secuencias cloroplasticas a partir del conjunto de

secuencias de AM356-8. La estrategia utilizada se esquematiza en las figuras 5y 6.

Secuenciacion454/ROCHE:
. PTP

Genoma AM356-8

!

BLAST reads contra genomas cloroplastos disponibles a 03/2011.

0. nivara AP006728.
O.sativa subsp. Indica AY522329.1.
O.sativa subsp. japonica AY522330.1.

l | |

Reads vs. Cp Japonica Reads vs. Cp Indica Readsvs. Cp Nivara
(RJ) (R} (RN)

47817 reads con hits 47808 reads con hits 47807 reads con nits

Figura 5: Estrategia utilizada para la identificaciéon de las lecturas cloroplasticos de AM356-8.

Por comparacion de las 295.159 lecturas de secuencia con los tres genomas cloroplasticos
disponibles publicamente a marzo 2011, cloroplasto O. sativa ssp. indica (AY522329.1),
cloroplasto O. sativa ssp. japonica (AY522330.1), cloroplasto de O. nivara (AP006728) (de aqui
en mas referidas como indica , japonica y nivara respectivamente) se identificaron en promedio .
47.800 lecturas con similaridad a los genomas cloroplasticos de referencia (Figura 5), esto

representa el 16.2 % del total de los datos como habia sido comentado anteriormente.

Los tres conjuntos de lecturas a los que llamamos RJ, RI, RN (Figura 5), se compararon entre si
para determinar cuantas lecturas diferentes existian entre éstos conjuntos. En la comparacion de
los conjuntos RJ y RI se identificaron 15 lecturas de diferencia, mientras que contra el conjunto
de lecturas de RN fueron identificados 18 lecturas diferentes. Cuando se compararon los
conjuntos Rl y RN sélo se encontraron 3 lecturas de diferencia entre los dos conjuntos.

Las lecturas de cada uno de los tres conjuntos de secuencias obtenidos a partir de las
comparaciones contra los genomas de referencia correspondientes (RJ, RI, RN), se clasificaron
segun las caracteristicas del alineamiento de cada lectura contra cada genoma cloroplastico.

Para ello, sobre los resultados de blastn independientemente se aplicaron filtros para descartar
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lecturas que generan ruido en los analisis siguientes. El primer filtro que se aplicé fue sobre el
largo del alineamiento, aquellas lecturas que presentaron un largo de alineamiento con el
genoma cloroplastico menor a 100 nucleétidos no fueron considerados. De esta forma se
generaron tres nuevos conjuntos de lecturas llamados R_100 (RJ_100, RI_100, RN_100, Figura
2), eliminando asi, lecturas muy cortas (menores a 100 nucleétidos de largo) y/o lecturas que
so6lo alineaban en un fragmento del mismo menor a 100 nucleétidos, disminuyendo los errores
provenientes de la secuenciacion. En Tabla 4 se resumen las cantidades de lecturas de cada

uno de los subconjuntos obtenidos hasta el momento.

Es necesario tener en cuenta que el conjunto de lecturas de AM356-8 usado en este trabajo es
una mezcla de secuencias provenientes de los 3 genomas de la célula vegetal, cloroplasto,
mitocondria y nucleo y que existen transferencias de segmentos de ADN entre éstos genomas
(Ward et al., 1981; Huang et al., 2005; Noutsos et al., 2007; Bock and Timmis, 2008; Alverson et
al., 2010). Esto implica que las lecturas del biotipo secuenciado representan una combinacién
compleja de material hereditario, siendo muchas veces dificil determinar el origen de algunas de
éstas lecturas. Como criterio adicional de filtrado se considerd el siguiente aspecto, una vez
transferidos los segmentos de ADN plastico al genoma nuclear, éstos sufren una muy rapida
fragmentacion, proceso mucho mas veloz que la acumulacion de mutaciones puntuales, como se
discute mas adelante en este trabajo. Teniendo en cuenta éstas caracteristicas del proceso de
evolucion de los fragmentos insertos, se aplic6 como filtro adicional que el porcentaje de
solapamiento (%s) de la lectura sobre el genoma del cloroplasto fuera mayor a un determinado
umbral, dado que solapamientos menores indicarian el origen nuclear del fragmento. Este
porcentaje se calculd como el largo del alineamiento de la lectura contra el genoma sobre el
largo de la lectura (largo aln / largo lectura). El filtro de %s se aplico sobre el resultado de blastn
de los conjuntos de lecturas RJ_100, RI_100 y RN_100 (Figura 6), siendo seleccionadas
aquellas con un alineamiento casi completo contra el genoma del cloroplasto, esto es, lecturas
que presentaron un porcentaje de solapamiento con el cloroplasto superior o igual a 99%. A este
conjunto se lo llamé lecturas completas (RC). Por otra parte las lecturas que presentaron un %s
menor a 99% se agruparon en el conjunto de lecturas incompletas (RI) (Figura 6) y tal como
veremos mas adelante estas ultimas son informativas sobre los procesos de transferencia de

segmentos gendmicos entre plastos y nucleo.
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RJ:47817 reads con hits RI1:47808 reads con hits RN:47807reads con hits

Largo de alineamiento del read contra el cloroplasto > 100 nt (R_100)

RJ_100: 39500 reads RI_100: 39486 reads RN_100:39484 reads
| | |
| | |

Filtrado por % de solapamiento (%s) contra genoma cloroplasto

% solapamiento > 99 % (RC) % solapamiento < 99 % (RI)
RCJ: 34091 reads RIJ: 5409 reads
RCI: 33888 reads RIl: 5596 reads
RCN: 33925 reads RIN: 5557 reads

% solapamiento < 90 % (Rla)

RIJ: 1444 reads
RII: 1562 reads

RIN: 1518 reads

Figura 6: Estrategia utilizada para la identificacion de las lecturas cloroplasticos de AM356-8; criterios de filtrado.

Las lecturas de los conjuntos RC fueron las consideradas como de origen cloroplasticos (a pesar
que este grupo también puede contener lecturas de origen nuclear indistinguible de una
cloroplastica), mientras que en los conjuntos RI habria una mezcla de lecturas de diferente
origen o generados por errores en la secuenciacion. Mas adelante veremos con mayor detalle

estos aspectos.

Genomas cloroplasto Japonica (J) Indica (1) Nivara (N)
Read BLAST (R) 47817 47807 47808
Read alineamiento > 100 nucleétidos (R_100) 39500 39486 39484
Lecturas Completos (RC) 34091 33888 33925
Lecturas Incompletos (RI) 1444 1562 1518

Tabla 4. Resumen de conjuntos obtenidos a partir de la aplicacién de filtros sobre porcentaje de solapamiento para cada
uno de los genomas cloroplasticos considerados

Ensamblado "de novo" del cloroplasto de AM356-8.

Las 34091 lecturas pertenecientes al conjunto de lecturas que aline6 completo (99% de

solapamiento) con el genoma del cloroplasto de japonica (RCJ), fueron utilizadas para realizar el
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ensamblado de novo del genoma cloroplastico de AM356-8 utilizando el programa Newbler.
Cbémo resultado del ensamblado se obtuvieron 2 contigs, cuyas secuencias suman 114 kb,
representando el 85% del genoma del cloroplasto. Asi mismo, sélo el contig mas largo obtenido
en este ensamblado es de 101.363 pb lo que representa el 75% del genoma del cloroplasto. En

la Tabla 5 se detallan los resultados del ensablado de novo obtenido.

Informacién de Ensamblado

N° lecturas ensamblados: 34063
N° contigs: 2
Tamafio ensamblado 114kb
N50 101.363
Contigs mas largo 101.363

Tabla 5: Detalle del ensamblado de novo del cloroplastos de 356-8 con Newbler.

Tendiendo en encuenta la estructura consevada de los genoma cloroplasticos, la cual se divide
en cuatro regiones, region larga de simple copia (LSC), region corta de simple copia (SSC), y 2
regiones invertidas repetidas (IR) como se describié anteriormente y tomando en cuenta las
caracteristicas de las secuencias de las IR, se consider6 que en estos dos contigs estaba
contenido el genoma del cloroplasto de AM356-8. El programa Newbler colapsa las lecturas
provenientes de secuencias repetidas, por tanto las dos regiones IR fueron colapsadas en solo
una, lo que determina la ausencia de un segmento de 20 Kb en nuestro ensamblado. Para

confirmar si en estos dos contigs se contenia el genoma cloroplastico, éstos se alinearon con el

genoma del cloroplasto de japonica mediante blastn. El alineamiento luego se visualizd con el
programa ACT (Artemis Comparision Tool)(Carver et al., 2005). (Figura 7).
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Figura 7: Genoma cloroplastico O. sativa ssp japonica visualizado con Artemis

Cdémo se oberva en el resultado del alineamiento contra las regiones del cloroplasto de japonica
en la figura 8, en el contig 1 estd contenida la region larga de simple copia (LSC) y la region
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invertida repetida. Esta Gltima solo aparece una vez en los contigs debido a que fue colapsada
por las caracteristicas de su secuencia como se explico antes. En el contig 2 esta contenida la

region corta de simple copia.

Figura 8: Alineamiento del genoma cloroplasto de O. sativa japonicay los 2 contigs obtenidos en el ensamblado de novo

del cloroplasto de AM356-8, visualizado en ACT.

De igual manera se realizaron los ensamblados de novo con los conjuntos de lecturas que
mapearon en forma completa con el genoma del cloroplasto de indica (RCI) y de nivara (RCN).
Los resultados obtenidos de estos ensamblados fueron semejantes, aunque el ensamblado de
mayor calidad se obtuvo a partir de RCJ. Para la comparacion entre los tres ensamblajes se
tomo al estadistico N50, (definido como la longitud de los contigs, tal que sumando el largo de
contigs de igual o mayor tamano se obtiene la mitad de las bases del genoma). El valor de N50
obtenido para el ensamblado con el conjunto RCN fue de 92.754 bases, mientras que el valor de
N50 para el conjunto RCI fue de 83.599 bases, ambos menores al obtenido con el ensamblado
del conjunto RCJ (ver Tabla 4).

En relacion a esta seccion, un ultimo aspecto a resaltar es que incluso trabajando con un
genoma pequefio de 134 kb, como lo es el genoma del cloroplasto de O. sativa, con una muy
alta cobertura no fue posible obtener el genoma del cloroplasto de AM356-8 ensamblado
completamente. Esto pone de manifiesto la complejidad intrinseca del proceso de obtencion de
un genoma totalmente ensamblado. A partir de estos resultados es posible considerar que en el
conjunto de lecturas RCJ esta contenido el genoma del cloroplasto del biotipo de arroz maleza.
Para comprender mejor las causas que impiden obtener este genoma completamente
ensamblado se realizé el mapeo de lecturas procurando evaluar la cobertura del genoma del

cloroplasto de japonica por el conjunto de lecturas RCJ.
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Mapeo contra genoma de referencia.

De manera de evaluar el nivel de cobertura de las distintas regiones del cloroplasto, una vez mas
se tomaron los conjuntos de lecturas que alinearon de forma completa con cada uno de los
genomas cloroplasticos (RCJ, RCI, RCN) y fueron mapeados contra el genoma de referencia

correspondiente.

En el caso de del mapeo de las lecturas del conjunto RCJ contra el genoma de cloroplasto de
japonica fueron mapeados el 97.8% de las lecturas, lo cual implica que una cobertura de 81X. En
los otros dos casos donde las referencias fueron el genoma cloroplastico de indica y de nivara
respectivamente, los resultados fueron similares 97.9% de las lecturas fueron mapeadas
obteniendo una cobertura de 80X en el mapeo contra el cloroplasto de indica y el 98% de las
lecturas obteniendo una cobertura promedio igual a la anterior para el caso del genoma del

cloroplasto de nivara. En Tabla 6 se muestran los detalles de cada uno de los mapeos.

El mapeo se realizé utilizando el programa MIRA3, el cual toma a el genoma de referencia como
una lectura mas y realiza un ensamblado. Para ello aplica una estrategia de multiples pasos
donde toma como base para agrupar las lecturas, regiones del alta confianza. Si es necesario
vuelve sobre regiones de menor confianza para completar el ensamblado. MIRA3 no enmascara
las regiones repetidas, ya que posee un editor automatico que le permite analizar los
alineamientos en profundidad, esta caracteristica es una ventaja frente a otros programas ya que
permite evaluar la representacion en los datos de secuenciacion de regiones repetidas como son

las regiones invertidas repetidas de los cloroplastos.

MAPEO contra genoma de referencia

Genoma de referencia japonica Indica Nivara
Lecturas Totales 34091 33888 33925
Lecturas Mapeados 33369 33208 33925
Lecturas no mapeados 21 21 21
Cobertura promedio 81x 80x 80x

Tabla 6: Detalle de los mapeos contra los genomas de referencia, cloroplasto O.sativa ssp indica 'y ssp japonicay O.
nivara realizados con el programa MIRA3

Los tres mapeos realizados mostraron una alta cobertura de los genomas de referencia con los
que se compararon los conjuntos de lecturas correspondientes. En la figura 9 se muestra el

resultado del mapeo de las lecturas contra el genoma de japonica a modo de ejemplo.
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Figura 9: Resultado del mapeo con el programa Mira3 de RCJ contra el genoma de O. sativa ssp japonica visualizado
en Tablet

Como se puede apreciar estos mapeos confirman que en el conjunto RCJ contiene el 100 % del
genoma del cloroplasto de AM356-8 y no es ensamblado en un unico contig debido a las
caracteristicas de la secuencia de las regiones repetidas invertidas. Seria necesario utilizar otra
estrategia de secuenciacion, tal como paired end para poder ensamblar el 100% del genoma del
cloroplasto. La opcién de secuenciacién paired-end es una simple modificacién en la preparacion
de las librerias de secuenciacion que permite hacer la lectura de las dos hebras, hebra molde
(forward) y la complementaria (reverse). Ademas de la informacion de secuencia esta opcion de
secuenciado da informacién de posicion ya que se conoce la distancia entre cada extremos del

fragmento secuenciado.

Es posible afirmar que a través de este trabajo se obtuvo el primer genoma cloroplastico de un
biotipo de arroz maleza, el cual podra ser util para eventuales estudios posteriores, algunos de

los cuales se presentan a continuacion.

Busqueda de regiones divergentes entre los genomas de cloroplastos.

En este trabajo se compararon 4 de los genomas cloroplasticos del género Oryza: O. sativa ssp
japonica, O. sativa ssp indica, O. nivara, O. rufipogon para la identificacion de variaciones
filogenéticamente informativa adicionales a las que descritas. Para este fin los cuatro genomas
fueron alineados utilizando el paquete de herramientas para gendémica comparativa r-vista (whole
genome VISTA) (Zambon et al., 2005). Una vez obtenido el alineamiento de los 4 genomas, éste
fue recorrido en ventanas de 600 bases, en busqueda de sitios variables de una Unica base
(SNP) y/o inserciones/deleciones (indels). En la figura 10 se muestra en forma esquematica la

estrategia seguida.
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0. nivara 0. sativa subsp. indica 0. sativa subsp. japonica 0. rufipogon
AP006T728 AY522329.1 AY522330.1 NC017835.1

Busqueda de regiones divergentes de los 4 genomas

R

Alineamiento multiple de genomas completos r-VISTA (MLAGAN)
|

Recorrido del alineamiento multiple en ventanas de 600 nucledtidos

|
Identificacion de SNPs e INDELs

Confirmacion de SNP identificados MAUVE (Muscle 3.6)

~
47 INDELs 111 SNPs

Figura 10: Esquema estrategia de busqueda de regiones divergentes entre los 4 genomas del género Oryza

comparados.

De esta manera se identificaron 64 SNPs y 47 INDELs (Tablas 1 y 2 anexo). Los SNPs hallados
se confirmaron utilizando otro programa de alineamiento de genomas completos MAUVE
(Darling et al., 2004), en este programa los genomas completos son alienados utilizando el
algoritmo Muscle 3.6. Como archivos de salida ademas de alineamiento el programa reporta las
regiones conservadas entre los genomas comparados, asi como las regiones que presentan
diferencias de una unica base entre los genomas. Para cada sitio polimérfico identificado (SNP)
en el alineamiento, el programa MAUVE registra en el archivo de SNP los nucledtidos presentes
en cada genoma en ese sitio, junto con las coordenadas del lugar en cada genoma. De esta
manera se obtuvo un listado de las variantes tipo SNP de manera automatica. Este listado
contenia 111 SNP, 47 mas que los identificados en el alineamiento del r-Vista. Se realiz6 un
nuevo recorrido de los genomas alineados por r-Vista utilizando como guia la lista de SNPs

reportados por MAUVE para la confirmacion de los mismos.

Los 111 SNP identificados automaticamente por MAUVE fueron confirmados en el recorrido por

ventanas del alineamiento de r-Vista. (TABLA 1anexo).

El 57% de las variantes tipo SNP se encontraron en regiones codificantes de proteinas y de
tRNAs, anotadas en al menos uno de los genomas comparados. La mayor densidad de SNP se
observd principalmente en dos regiones coincidentes con las regiones de copia Unica, LSC y
SSC separadas por una region donde no se identificd ningin SNPs, la que coincide con una de
las IR (Figura 11). Los SNP identificados se encuentran hasta las coordenadas 109.000,
mientras que el tamafo promedio de estos cuatro genomas es 134.000 bases. Anteriormente se
determind la ubicacién de las IR utilizando el programa Artemis (Rutherford et al., 2000) (Figura
4), la region IRa comienza alrededor del nucleétido 89.900 y se extiende hasta la base 98.980
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aproximadamente. La segunda region invertida repetida, IRb, comienza alrededor de la
coordenada 116.214 y se extiende hasta la base 125.192. Por tanto podemos confirmar que los

SNP identificados en la comparacion realizada se ubican en las regiones de copia Unica.

Distribucién SNP

0. sativa ssp japonica

0. sativa ssp indica -

0. nivara

O. rufij

D L & &

o 20000 40000 60000 80000 100000 120000

Figura 11: Distribucion de los SNPs a lo largo de los genomas cloroplasticos comparados.

Los resultados obtenidos en cuanto a la distribucion espacial de las variantes tipo SNP son
compatibles con las tasas de divergencia reportadas para las diferentes regiones del genoma
cloroplastico. Las secuencias ubicadas en las regiones IR divergen mas lentamente que las
secuencias LSC/SSC (Wolfe et al., 1987). La diferencia en la tasa de sustitucion entre las IR y
LSC/SSC puede ser atribuida a la reducida tasa mutacional de las IR o a mayor restriccion
funcional (Shahid Masood et al., 2004b).

Los 47 indel identificados en la comparacién entre los cuatro genomas cloroplasticos mostraron
una distribucién particular. Se observaron 14 indels exclusivos del genoma del cloroplasto de
japonica, otros 12 exclusivos del genoma del cloroplasto de rufipogon y tres mas compartidos por
ambos genomas. Para los genomas de los cloroplastos de indica y nivara se identificaron 7y 9
indels exclusivos respectivamente y entre estos genomas se identificaron tres indels
compartidos. No se observaron indels compartidos entre las subespecies de sativa, entre indica

y rufipogon, ni tampoco entre japonica y nivara (Tabla 2 anexo).

Por tanto esto agruparia a nivara con indica y a japonica con rufipogon. Este agrupamiento
observado, coincide con lo reportado Huang et al (2005), donde fueron comparados los genomas
completos de los cloroplastos de indica, japonica y nivara, identificaron las substituciones
sindnimas y no sindnimas reportando una divergencia del genoma del plasto de japonica anterior

a la divergencia entre indica y nivara (Figura 12).
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Figura 12: Esquema de la historia evolutiva de la separacion entre los cloroplastos de O. nivara, O. sativa indica y O.

sativa japonica (Huang et al., 2005)

La distribucion espacial presentada por los 47 indels en cada uno de los genomas fue semejante
a la mostrada por los SNPs, se observan dos regiones donde se concentran la mayor cantidad
de indels. La mayoria de ellos se ubican en la region de copia Unica larga (LSC), dos indel en la
region SSC y solo uno en la IRa. Del total de indels identificados 23 se encontraban en regiones
intergénicas y 24 en regiones codificantes. De éstos, el 42 % presentaron un motivo variante de
un Unico nucledtido, el resto presentd motivos que van desde dinucledtidos hasta variantes mas
largas como indels de 32 y 69 pares de bases. Es de destacar que todos los indels de un unico
nucledtido identificados fueron variaciones de adenina o timina ubicados en las regiones de
copia Unica. Si bien estos resultados estarian de acuerdo con lo reportado por otros estudios,
donde encuentran que el contenido en GC de las regiones repetidas esta muy por encima del
promedio del resto del genoma cloroplastico (Tang et al., 2004), sugiriendo que puede existir un
sesgo en el sistema de replicacion y reparacion del ADN del cloroplasto que genere la aparicion
de variantes de secuencias mas frecuentemente en regiones de bajo contenido en GC como las
regiones de copia Unica. Se debe tener en cuenta que al tratarse de variantes de un unico
nucledtido encontradas en la comparacion de los 4 genomas cloroplasticos publicos, y no
contando con los archivos de secuencia y calidad originales con los que éstos genomas fueron
ensamblados, éste tipo de variante no seran consideradas por poderse tratar de errores de

secuenciacion.

Dos de los 47 indels identificados en este trabajo, habian sido reportados en trabajos anteriores.
La region que llamamos 8k, que presenta una insercion de 69 pb en el genoma de japonica y
rufipogon (Kanno and Hirai, 1993) y la insercion de 32 pb contenida en la regiéon 18_b (ver Tabla
2 anexo) en el genoma cloroplastico de indica reportado en el trabajo de Tang et al (2004). En

particular el indel identificado en la region 8k (insercion presente en japonica y rufipogon), define
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dos haplotipos. Uno de éstos haplotipos compartido por indica y nivara (sin insercion) y el otro
haplotipo ya mencionado compartido por japonica y rufipogon. Ambos haplotipos estan ligados a
cada una de las subespecies de O. sativa respectivamente (Chen et al., 1993; Kanno and Hirai,
1993; Tang et al., 2004).

En un trabajo previo donde se analiz6 la variabilidad intrapoblacional de O. rufipogon mediante la
determinaciéon de la presencia o ausencia de este indel de 69 pb se observaron los dos
haplotipos, con insercion y sin insercion. Ademas se observd una muy alta correlacion de estos
dos haplotipos con biotipos que presentan ciclos de vida bien diferenciados y adaptados a
diferentes ambientes. Especificamente los biotipos sin la insercion de 69 pb eran de ciclo anual
(biotipos llamado por algunos autores como O. nivara), mientras que los perennes (O. rufipogon)
presentaban el haplotipo con la insercion. Considerando que O. rufipogon es el ancestro mas
probable de O. sativa, estos resultados estarian apoyando la hipétesis de que en el genoma del
ancestro ya existia una pre-diferenciacion en dos biotipos. Biotipos que luego darian lugar a las
dos subesepcies mayoritarias de O. sativa (Chen et al., 1993) a partir de dos procesos de
domesticacion independientes (Garris et al., 2005; Londo et al., 2006). Los resultados obtenidos
en este trabajo coinciden con lo reportado por Chen et al (1993). Una interpretacion alternativa
es que la presencia de este segmento es ancestral a todas las variantes de arroz domesticado y
que el mismo se perdié en el linaje que conduce a indica y nivara luego de que ambas se

separaron del linaje que conduce a O. sativa japonica.

Las regiones conteniendo los sitios con variantes del tipo indels de al menos 2 nucledtidos de
largo fueron tomadas para su comparacion con las secuencias de AM356-8 con el objetivo de
determinar el relacionamiento filogenético del biotipo que estamos analizando en este trabajo. En
la figura 13 se muestra un esquema de la metodologia seguida para la comparacion de los indels

identificados contra las lecturas de AM356-8.
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Figura 13: Metodologia para la comparacién de indels obtenidos en la comparacion de los 4 genomas publicos con las
lecturas de AM456-8

Las regiones gendmicas incluidas en este analisis fueron extraidas a partir de los archivos gbk
(genebank) de cada uno de los genomas cloroplasticos de referencia utilizando el programa
Artemis (Rutherford et al.,, 2000). Las secuencias de cada region conteniendo el indel
identificado, se tomaron como base de datos y se compararon mediante blastn con el conjunto
de secuencias de AM356-8. El analisis fue realizado para cada una de las regiones con indel por
separado. Aquellas lecturas que presentaron un porcentaje de identidad mayor a 90% en el
alineamiento sobre la region de interés fueron separadas para su posterior analisis. En concreto,
estas lecturas fueron luego alineados junto con las secuencias de referencias a través de
ClustalW. En la figura 14 se muestra a modo de ejemplo el alineamiento de las lecturas extraidas
desde el resultado de blastn contra el indel localizado en la region 8k (ver Tabla 7), la cual
contiene una insercién que esta presente en O. sativa. japonica y en las lecturas provenientes
AM356-8 . De esta manera se determind la presencia/ausencia de cada indel interrogado en las
secuencias del cloroplasto de AM356-8. El detalle de los indels y los resultados de la

comparacion correspondiente se resume en Tabla 2 de anexo.

DA Saquarcet | Traristed Protean Sequences |

Figura 14: Alineamiento de lecturas de AM356-8 con secuencias referencias de region 8 kb.
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Los 27 indels comparados con las secuencias de AM356-8 corresponden, 4 indels unicos del
genoma de indica, 5 al genoma de nivara y 3 a ambos; 8 indels correspondian al genoma de
japonica, 4 al de rufipogon y 3 a ambos. Los resultados obtenidos para los indels de dos y tres
bases fueron en algunos casos ambiguos no permitiendo concluir su presencia o ausencia en las
secuencias de la maleza. Sin embargo, en las comparaciones de regiones con motivos variantes
de mayor largo fueron determinados claramente. En la figura 15 se muestra a modo de ejemplo,
el alineamiento de lecturas conteniendo una variante del tipo indel de 2 bases en la que no se
puede discriminar si es un errores de secuenciacién o una variante existente en japonica y en el
biotipo maleza. Este tipo de secuencias ricas en homopolimero son regiones de dificil resolucion,
siendo uno de los mas comunes errores de la técnica de pirosecuenciacion (Huse and Welch,
2011). Regiones con repetidos de un unico nucledtido como el que se observa son interesantes
para ser utilizados en estudios poblacionales, ya que estos han sido reportadas como entre las
regiones de los genomas cloroplasticos que presentan mayor variabilidad(Diekmann et al.,
2012). Para la resolucién de este tipo de este problema seria necesario resecuenciar esta region
con la metodologia Sanger por ejemplo, para determinar si se trata de un polimorfismo o un

artefacto de la técnica.
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Figura 15: Alineamiento de secuencias referencias conteniendo u
lecturas de AM3536-8 extraidas a partir del resultado de blast.

En la comparacion de los 27 indels con las secuencias de AM356-8 se observaron soélo 8
presentes en el biotipo de arroz secuenciado. De estos ocho, cinco eran indels identificados
como exclusivos del genoma de O. sativa ssp japonica y los otros tres indels eran los

compartidos por esta especie con O. rufipogon (Tabla 7).
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Regién INDEL Genoma AM-356-8 Largo Secuencia Variable Anotacion

variante (n° lecturas)
8 kb japonica/ 23 69 GAATCCTATTTTTGTTCTT OREF predicho sin
Rufipogon ATACCCATGCAATAGAGA anotacion
GGAGTGGGAAAAGGGAG
GTTACTTTTTTTCA
12kb japonica 14 4 AGGG Intergénica
14kb japonica 1 AC Intergénica
46kb japonica 8 5 TATAT Intergénica
57kb japonica/ 10 16 TTTTTTAGAATACTAA Intergénica
Rufipogon
60kb japonica 32 5 D: TATTG Intergénica
65kb japonica 23 2 T Intergénica
77kb japonica/ 43 3 D: TGG Intergénica
Rufipogon

Tabla 7: Resumen de resultados obtenidos en la comparacién entre los indels identificados entre los 4 genomas de
referencia y las secuencias de AM356-8. En Tabla se muestra los indels para los cuales se identificaron lecturas que los
contenian, las regiones donde se ubicaron los INDELs en los genomas, y los genoma cloroplastico con la variante.

Las regiones del genoma cloroplastico con indels de las especies comparadas en este trabajo e
identificados como presentes en el genoma del cloroplasto del biotipo de arroz maleza

secuenciado, muestran una clara similitud de éste con el cloroplasto de la subespecie japonica.

Los indels identificados en este trabajo seran de utilidad tanto para estudios poblacionales dentro
del género Oryza, asi como para trazar el origen de una poblaciéon de arroz maleza. Estos indels
representan haplotipos que diferencian claramente entre las subespecies de O. sativa, y asi
mismo entre haplotipos de nivara y rufipogon. Aplicarlos en un estudio poblacional del complejo
Oryza podria ayudar a resolver las relaciones filogenéticas de éstas especies aun en discusion,

asi como trazar el origen de los biotipos de arroz maleza encontrados en campos uruguayos.

Las hipotesis planteadas sobre los posibles origenes del arroz maleza en sitios donde no hay
especies silvestres emparentadas, como lo es nuestro pais, plantean que éstos biotipos pueden
haber sido introducidos junto con los cultivares en el comienzo del cultivo de arroz y que por
procesos sucesivos de seleccion y re-hibridacién se originaron los diversos biotipos que hoy

existen en el pais.

Considerando la historia del cultivo de arroz en Uruguay, la que puede dividirse en dos etapas:
desde el comienzo y hasta la década del 80 donde las variedades plantadas eran en su totalidad
del tipo japonica (primeras variedades italianas y brasilera, Bluebelle introducida desde EEUU
mas tarde), y actualmente donde la variedad mayoritariamente plantada es El Paso 144 de tipo
indica. Sumada a la historia de cultivo del campo donde fue hallado el biotipo, campo donde se
planta la subespecie indica (variedad INIA Olimar) no Clearfield, las caracteristicas morfoldgicas
de la planta del biotipo en estudio muy semejantes al fenotipo silvestre (pericarpio y cascara de
color negro, mas alta que las cultivadas y gran numero de macollos) y la caracterizacion del

cloroplasto como japonica realizada en este trabajo indicarian que este biotipo tuvo origen por
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cruzamiento entre una maleza y un cultivar apoyando la hipétesis antes mencionada. Ademas, la
caracterizacion del cloroplasto nos permite afirmar que en el cruzamiento que dio origen al
biotipo secuenciado, el arroz maleza habria actuado como padre y un cultivar japonica como
madre. Debido a que la variedad plantada es indica y no ha habido presién de seleccion por

herbicida, es de esperar que el biotipo provenga de otros campos.
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Identificacion de trasferencias desde genoma cloroplastico hacia el genoma

nuclear.

Las transferencias de fragmentos de ADN entre los genomas de los organelos citoplasmaticos y
el genoma nuclear ha sido reportado por diferentes trabajos (Stupar et al., 2001b; Yu et al., 2003;
Richly and Leister, 2004a, 2004b; Huang et al., 2005; Matsuo et al., 2005). Basados en éstos
trabajos, se planted una estrategia para la identificacion de regiones transferidas entre el
genoma cloroplastico y el genoma nuclear de O. sativa spp japonica. Siendo de particular interés
la deteccion de dos tipos de regiones transferidas, las que en este trabajo llamamos
contemporaneas, es decir que ocurrieron luego que la maleza se separ6 del arroz cultivado y
aquellas regiones que estarian presentes en el genoma nuclear de japonica, pero no aparecen

en el ensamblado del mismo.

En el estudio de las regiones cloroplasticas insertas en el genoma nuclear se tomé en cuenta la
dinamica entre la frecuente integracion de ADN de los organelos y la muy rapida eliminacién de
éstos fragmentos del genoma nuclear. Asi mismo, aquellos fragmentos que son retenidos en el
nucleo sufren un proceso de fragmentacion muy rapido y acumulan mutaciones puntuales, pero
con menor velocidad que su fragmentacion. Es de esperar entonces que los fragmentos
transferidos desde el cloroplasto hacia el nucleo tengan un grado de divergencia con el donador
directamente proporcional al tiempo de insercion en el nucleo de ese fragmento siguiendo este

patron mencionado (Matsuo et al., 2005) (ver Figura 16).

El proceso de fragmentacion de los insertos no esta claro, pero podria deberse a inserciones de
elementos transponibles en la regiéon del fragmento cloroplastico en el ndcleo (Noutsos et al.,
2005). En efecto, la mayoria de los insertos cloroplasticos largos parecen comenzar a disminuir
su tamafo dentro del primer millon de anos (Matsuo et al., 2005). Se observé tanto para A.
thaliana como para O. sativa la existencia de dos tipos de insertos, uno que es colinear con el del
genoma de origen y otro tipo de insertos que son mosaicos de ADN de los organelos, a menudo
ADN proveniente de ambos organelos (Noutsos et al., 2005)
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Figura 16: Representacion del proceso evolutivo de las regiones de ADN cloroplastico una vez insertadas en el nicleo,

el cual implica rapida fragmentacién y acumulacion de mutaciones puntuales a una tasa significativamente menor

Para poder interpretar los datos obtenidos por nuestra secuenciacién debemos tener en cuenta
que el conjunto de lecturas de AM356-8 usado en este trabajo es una muestra de fragmentos de
secuencias provenientes de los 3 genomas (nucleo, cloroplasto y mitocondria) por lo que estas
representan una combinacion compleja de material hereditario, siendo muchas veces dificil de
determinar el origen de algunas de éstas lecturas. La compresion del proceso evolutivo de los
segmentos cloroplasticos una vez insertos en los cromosomas ayuda a determinar el origen de
los mismos. En concreto, el esquema presentado en la figura 16 nos permite predecir cémo
serian las lecturas provenientes de las distintas regiones gendémicas. Por ejemplo, una lectura
puede ser derivada de ADN nuclear pero presentar alta identidad con el genoma cloroplastico
por tratarse precisamente una transferencia desde el cloroplasto al nucleo relativamente
recientemente. Esta situacidn representada en la figura 16 caso 1, comprenderia lecturas con
alta identidad tanto con el genoma nuclear como con el cloroplastico dificultando su asignacién a
un genoma en particular. Proporcional al tiempo de ocurridas estas transferencias, las regiones
cloroplasticas insertas en el genoma nuclear comienzan a diferenciarse de las originales por
acumulacién de mutaciones puntuales y fragmentacion. Estos casos estan representados en la
figura 16 como los casos 2 y caso 3. Las mutaciones puntuales generarian la divergencia de las
secuencia entre las lecturas derivadas de estas regiones y el genoma cloroplastico de origen. La
fragmentacion se identificaria como lecturas que solo mapean parcialmente contra el genoma

cloroplastico y en forma completa contra el genoma nuclear.

44



Basados en estas premisas se planteé una estrategia de busqueda y clasificacion de los

fragmentos cloroplasticos insertos en el genoma nuclear.

Transferencias recientes.

El grupo de transferencias que se definieron como recientes, estd compuesto por aquellos
fragmentos que fueron insertos recientemente en el genoma nuclear de japonica y que en
consecuencia mantienen una alta similitud, o incluso identidad completa con el genoma

cloroplastico. Estos se representan en la figura 16 como 1Ay 1B.

De las dos situaciones posibles esquematizadas en la figura 16, es evidente que en el caso
representado como 1A no es posible determinar si una lectura proviene del genoma cloroplastico
o del nuclear. Un aspecto importante es determinar qué proporcion del genoma cloroplastico se
clasifica dentro de esta categoria. Cabe aclarar, que si bien dicha estimacion podria realizarse
simplemente mapeando el genoma cloroplastico de O. sativa spp japonica sobre el genoma
nuclear de la misma, la estimacion estaria sesgada por la calidad del ensamblaje nuclear y

cloroplastico disponible.

Para las estimacion de las trasferencias recientes, se tomo el conjunto de lecturas que mapean
en forma completa con el cloroplasto (RCJ), estas son lecturas que presentaron un porcentaje de
solapamiento (%s) con el genoma cloroplastico cercano al 100% y que su vez presentaron un
porcentaje de identidad (%ID) cercano a 100 con el mismo. Los filtros aplicados para seleccionar
estas lecturas fueron: %ID con cp >= 99% y %s con cp >= 99%. De esta manera se identificaron
27731 lecturas que cumplen con dichos criterios. Estas lecturas luego, se mapearon en el
genoma nuclear mediante blastn. Sobre este resultado de blast se aplicaron los mismo filtros que
en la comparacion con el cloroplasto, %ID con el nucleo >=99% vy %s con el nucleo >= 99%
identificando 27283 lecturas que cumplen con el criterio de filtrado, es decir casi el 100% de las
lecturas. En otras palabras podemos decir que casi todo el genoma cloroplastico ha sido
transferido recientemente al nudcleo. Esto no es sorprendente pues cémo se indicé antes una
copia completa de éste genoma se encuentra en el cromosoma 10 de O. sativa japonica (Yu et
al., 2003).

La determinacién de lecturas provenientes de las zonas limite entre cromosomas y segmentos
de ADN cloroplastico en ellos insertos (situacién 1B), por otra parte, nos permitira estimar
cuantos segmentos distintos de este tipo existen en el genoma nuclear de O. sativa ssp japonica.
Una lectura proveniente de estas zonas se caracteriza por tener un alineamiento completo con el
genoma nuclear y solo parcial con el cloroplastico y presentar una identidad de secuencia
cercana a 100 % con ambos genomas (Figura 17). En este caso los filtros aplicados sobre
ambos resultados de blast fueron: %ID con cloroplasto y nucleo >= 99%; % s con cloroplasto <
90%, %s con nucleo > 99%. Tal busqueda permiti6 identificar 25 lecturas que cumplen con los

criterios de filtrado aplicados en base a lo esperado para trasferencias modernas o muy recientes
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Figura 17: Estrategia de busqueda de lecturas que representaba trasferencias modernas entre cloroplasto y ndcleo de O.
sativa japonica (situacion 2 A)

Teniendo en cuenta que nuestra muestra tiene una representacion de soélo el 10 % del genoma
nuclear, se estima que habra 250 lecturas totales representando regiones trasferidas. Esto

corresponderia a 125 eventos de transferencias recientes.

Transferencias antiguas

Las transferencias antiguas estan representadas por lecturas que presentaron un alineamiento
completo o casi completo (mas de 99% de solapamiento) con el niucleo y un porcentaje de
identidad significativamente mayor con el nucleo que con el cloroplasto. Esta diferencia en los
porcentajes de identidad se deberia a la acumulacién de cambios en la secuencia desde la
insercion del fragmento en el nuevo genoma, lo que llevé a éste a diferenciarse de su genoma de
origen (figura 16 casos 3A y 3B). Por ello, para la identificacion de lecturas que representaran
estas transferencias se compard las caracteristicas de alineamiento de cada lectura con el

genoma cloroplastico y con el genoma nuclear de O. sativa ssp japonica.

Esta busqueda se realizé con dos conjuntos de lecturas por separado, por un lado se utilizé el
conjunto RCJ (lecturas que presentaron un alineamiento con el cloroplasto japonica con un %s >
99%) y luego el conjunto RIJ (lecturas que presentaron un alineamiento con el cloroplasto
japonica con un %s < 99% ).
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Sobre el resultado de blastn del conjunto RCJ con el cloroplasto de japonica se buscaron
lecturas que presentaran un porcentaje de identidad con el cloroplasto menor al 98%. De las
34091 lecturas del conjunto RCJ se identificaron 2094 lecturas que presentaban un %ID menor
al 98% con dicho genoma. Estas 2094 lecturas se buscaron luego, en el resultado de blast de
RCJ con el nucleo, aplicando una vez mas filtros sobre el porcentaje de identidad y sobre el
porcentaje de solapamiento (Figura 16 caso 3A). En esta instancia se aplicaron dos criterios de
filtrado: con el primer criterio menos restrictivo, se seleccionaron de las 2094 lecturas, las que
presentaron un %ID con el nucleo >= 98% y %s con el nucleo >=99%. De esta forma se
identificaron 114 lecturas. En el segundo criterio de filtrado utilizado, mas restrictivo, se
selecciond lecturas con un %ID >=99% y %s >= 99%. Con este segundo criterio de filtrado se
identificaron 30 lecturas, éstas fueron consideradas como de origen nuclear. En la figura 18 se

detalla la estrategia de busqueda y un resumen de los resultados.
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Seleccion de reads con %ID con el cloroplasto menor a 98%

Comparacion de alineamiento de reads seleccionados entre blast vs cloropalsto y blast vs
nucleo

Figura 18: Estrategia de busqueda de lecturas que representaba trasferencias antiguas entre cloroplasto y nucleo de O.
sativa japonica (situaciones 2 Ay 3 A).

El segundo conjunto de lecturas utilizado para la bisqueda de regiones transferidas entre el
genoma cloroplastico y el nuclear fue RIJ (lecturas con un alineamiento incompleto con el
cloroplasto de japonica, %s < 99%). Al utilizar este conjunto de lecturas se espera identificar
bordes de los fragmentos cloroplasticos transferidos al nucleo, y/o regiones mas cortas que las
propias lecturas generados por la fragmentacion de las regiones de ADN insertas durante el
proceso evolutivo (Figura 16 1B, 2B, 3B).

47



La identificacion de lecturas que representaran bordes de trasferencia o regiones cortas
(fragmentadas) se hizo sobre un subconjunto de las lecturas RIJ. Este subconjunto nombrado
como RlJa, estad formado por 1444 lecturas que presentaron un solapamiento menor a 90% con
el genoma del cloroplasto de japonica. En este caso se aplicaron también dos criterios de
filtrado, uno menos restrictivo y otro mas restrictivo. Para el primer criterio se exigié a las lecturas
un alineamiento mayor o igual al 98% de solapamiento con el nucleo, a través del cual se
identificaron 55 lecturas. Con el segundo criterio, mas restrictivo se exigido que el %s con el
nucleo fuera mayor o igual a 99%, identificando 50 lecturas que cumplian con dicho criterio.
Estas 55 lecturas que presentan un solapamiento parcial con el cloroplasto y completo con el
nucleo pueden ser considerados como provenientes del genoma nuclear de zonas que contienen

fragmentos de origen cloroplastico (figura 19).
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Figura 19: Estrategia para la deteccion de lecturas que representen transferencias antiguas desde el cloroplasto hacia el
nucleo de O. sativa subespecie japonica. Situaciones 2B y 3B.

Comparando los resultados obtenidos en las dos busquedas de regiones transferidas entre el
genoma cloroplastico y el genoma nuclear se observa casi el doble de lecturas cuando se
buscan bordes o regiones cortas. Este resultado estd de acuerdo con el proceso de
fragmentacion reportado, ya que se espera que el largo de la region transferida decaiga con el
tiempo (Figura 16 caso 3) (Leister, 2005b; Matsuo et al., 2005).
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Transferencias exclusivas de la maleza.

Dentro del conjunto de lecturas definidas como incompletos RIJ, se podian encontrar lecturas de
origenes diferentes. Algunos de ellos, pueden haber sido generados por errores de
secuenciacion y es ese el motivo por el que no alinean en su totalidad con el cloroplasto.
Mientras que otras lecturas de este grupo podrian estar representando diferentes eventos de
trasferencias. Eventos tales como bordes o regiones cortas insertas hace algun tiempo en el
genoma nuclear, como se mostré anteriormente. Otros podrian estar representando

transferencias muy recientes.

Las transferencias muy recientes o exclusivas de la maleza comprenden lecturas provenientes
de regiones del genoma nuclear que corresponden a inserciones del genoma cloroplastico
ocurridas luego de la separacién de la maleza con el arroz cultivado japonica. Alternativamente,
éstas lecturas pueden no haber sido incluidas en el ensamblado del genoma nuclear de O. sativa
japonica por su similitud con el genoma del cloroplasto. Para cualquiera de los dos casos
posibles de origen de este grupo de lecturas, éstas deberian alinear en forma de mosaico. Es
decir, un fragmento de la lectura alinearia con muy alta identidad y en Unico sitio con el nucleo y
el fragmento complementario de la misma lectura alinearia, también con muy alta identidad con
el cloroplasto de japonica. En la figura19 se muestra de forma esquematica el alineamiento

esperado, la estrategia de busqueda y el resumen de los resultados.

Identificacion de lecturas que representeninserciones cloroplasticas en el genoma nuclear exclusivas del biotipo maleza

Esperade:

Nucleo

Fragmento Rojo delread con %ID =~100% con niicleo japonica. Treerto chroplistico en nicleo maleze T 0. sanv subsp jononica
presente en nicles japonica

Nucleo
Esperado: 0. sative maleza
Fragmento Rojo delread con %ID =~100% con micleo japonica.
Fragmento verde delread con%ID =~100% con cleroplastoe. read
Read completo con un %ID =~100% conniicles 0. sativamaleza

Claroplasto
Filtros: O sativa sop faponica
Sobre blastn incompletos_vs_cpjaponica: %s < B0% (753 reads)

k Sobre hlastn incompletos_vs_ndcleo: %s > 80% (285 reads) )

Figura 19: Estrategia para la identificacion de lecturas que representan transferencias contemporaneas entre el
cloroplasto y el nucleo de O. sativa maleza.
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La identificacion de lecturas con un alineamiento fraccionado con los genomas nuclear y
cloroplastico se realiz6 de la siguiente forma. Se buscé sobre el resultado de blastn del conjunto
de lecturas RlJa con el cloroplasto japonica aquellas que presentaran un porcentaje de
alineamiento (%s) menor al 80%. Se identificaron 753 lecturas de las 1444 totales del conjunto
RlJa. A éstas 753 lecturas se las buscé sobre el resultado de blastn de RlJa con el nucleo de
japonica, sobre el cual se aplicé nuevamente el filtro de solapamiento de manera de seleccionar
aquellas lecturas con solapamiento menor al 80% también con el nucleo. De esta manera se
identificaron 285 lecturas. Son éstas Ultimas las lecturas con un alineamiento parcial con el
genoma nuclear y con el cloroplastico. Sobre éstas 285 lecturas se realizd una busqueda
adicional para determinar cuales de las mismas podian ser candidatas a representar
trasferencias recientes exclusivas del biotipo secuenciado. Para ello se exigié que el segmento
que alineaba con uno y otro genoma no se superpusieran y ademas que el alineamiento del
fragmento con el nucleo fuera unico (figura 19). Se identificaron 16 lecturas que cumplen con
esta condicién y por tanto son candidatas a representar transferencias recientes. El detalle del

alineamiento de éstas lecturas con ambos genomas se muestra en la Tabla 6.

READ Genoma %ID Largo Coord. Coord. Coord Coord fin e- Largo
aln Inicio Fin inicio DB DB value read
lecturas read
GCFF90V02GW6GW AY522330.1 99.59 246 271 515 54081 54326 5,00E- 517
GCFF90V02GW6GW cromosoma 2 99.63 270 1 270 1879451 1879182 210305E 517
GCFF90V02F9BJE AY522330.1 100 116 267 382 111458 111573 210468E 382
GCFF90V02F9BJE cromosoma 2 98.13 268 1 268 15462658 15462391 9,g§E- 382
GCFF90V02IEQIE AY522330.1 100 115 1 115 30704 30818 1 10%% 516
GCFF90V02IEQIE cromosoma 4 99.76 411 106 516 32858510 32858919 (6)310 516
GCFF90V02JK097 AY522330.1 100 199 223 421 43044 42846 7,00E- 421
GCFF90V02JK097 cromosoma 5 99.56 228 1 228 2460207 2460433 510102E 421
GCFF90V02HCOXG AY522330.1 100 131 307 437 45371 45241 3,10201E- 437
GCFF90V02HCOXG cromosoma 5 98.04 306 1 306 3748044 3748344 5,3(1)E- 437
GCFF90V02GJK3F AY522330.1 100 134 226 359 46482 46615 410505E 359
GCFF90V02GJK3F cromosoma 5 99.12 228 1 228 113635156 113634929 4,ggE- 359
GCFF90V02G6KGA AY522330.1 98.70 154 198 351 67685 67533 6,10201E- 351
GCFF90V02G6KGA cromosoma 5 100 205 1 205 26830841 26831045 4,3(?E- 351
GCFF90V02H8EV7 AY522330.1 89.36 141 1 134 71978 71844 310102E 488
GCFF90V02H8EV7 cromosoma 8 96.87 319 113 430 25340556 25340238 Q,S(ZE- 488
GCFF90V02JD9YU AY522330.1 100 185 1 185 88217 88401 1 ,10%4E— 397
GCFF90V02JD9YU cromosoma 12 100 218 180 397 23930784 23930567 710%?5 397
GCFF90V02GBG40 AY522330.1 100 123 159 281 77439 77561 1:5%26 281
GCFF90V02GBG40 cromosoma 4 100.00 162 1 162 16565916 16566077  1,00E- 281
GCFF90V02F55JZ AY522330.1 100 185 1 185 88217 88401 18E7- 397
GCFF90V02F55JZ cromosoma 12 100.00 218 180 397 23930784 23930567 6:0(22)?5- 397

Tabla 8: Detalle de alineamiento contra genoma de cloroplasto y nuclear de O. sativa ssp japonica de lecturas candidatos
a representar trasferencias recientes solo presentes en nucleo de O. sativa maleza.
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En base a estos resultados podemos hacer algunas estimaciones en cuanto al ndmero de
trasferencias que ocurrieron desde que se separ6 el arroz maleza del arroz japonica cultivado,
asi como su posible tasa de ocurrencia. Considerando la cobertura del genoma nuclear obtenida
en este trabajo (0.13X) y las 16 regiones identificadas como posibles trasferencias en el genoma
nuclear de la maleza (Tabla 8), se puede estimar que existen en el genoma nuclear del biotipo
en estudio aproximadamente 150 fragmentos que representan trasferencias desde el genoma
cloroplastico hacia el nuclear. Esto se corresponderia con 75 nuevas inserciones ocurridas
exclusivamente en el linaje que condujo al biotipo de arroz maleza.

Por otra parte, si se tiene en cuenta que el proceso de separacién entre el biotipo cultivado y el
biotipo maleza, asumiendo que este ultimo surgié a partir de un proceso de seleccion y re-
hibridacion entre cultivares y arroz maleza, habria ocurrido hace 100 a 200 afios atras (Olsen et
al., 2007). Es posible estimar una tasa de trasferencias entre el cloroplasto y el niucleo de una

transferencia cada 1.5 a 3 afios dependiendo de el tiempo exacto de origen del biotipo maleza.

Sin embargo debemos considerar la posibilidad que estas transferencias exclusivas de maleza
que mapean en forma de mosaico con los genomas nucleares y cloroplastico sean en realidad
artefactos de secuenciacion. Si bien esto es un hecho relativamente improbable debido a la
calidad de la secuenciacion obtenida, tal como se mostr6 con los andlisis de calidad realizados al
comienzo del trabajo, tal posibilidad debe ser testada.

Por ello se disefid un ensayo experimental que interroga la presencia de estas regiones en el
genoma nuclear del biotipo maleza y su eventual ausencia en el del arroz japonica. Dos de estas
inserciones fueron elegidas, las representadas por las lecturas GCFF90V02JK097 y
GCFF90V02GW6GW. Para cada una de ellas se disefiaron dos pares de cebadores, de acuerdo
a los esquemas que se presentan en las figuras 20 y 21. La combinacion de estos cebadores
permite amplificar solo (o en forma diferencial) en ausencia de la insercion cloroplastica o solo en

presencia de la misma.

51



Caso 1 de prueba experimental: Lectura K097

= = JATIVAN R Nicleo

0. sativo subsp japonica

inserto cloroplastico en nicleo maleza
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Cloroplasto
Q. sativa spp japonica

Producto de PCR 1= F1-R1 (combinacién de primers): Se espera amplificacion en maleza y no en
japonica.

Producto de PCR 2= F2-R2 (combinacion de primers). Se espera amplificacion en japonica no en
maleza.

Producto de PCR 3= F2-R1 (combinacion de primers): Se espera amplificaciéon en maleza y no en
japonica..

Figura 20: Esquema de sitios de hibridacién de los cebadores disefiados para cada genoma incluido en el ensayo y
resultado esperado para la region representada por la lectura K097

Caso 2 de prueba experimental: Lectura WeGW
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Cloroplasto
Q. sativa spp Japonica
Producto de PCR 1= F1-R1 (combinacidon de primers): Se espera amplificacion en maleza y no en
japonica.

Producto de PCR 2= F2R2 (combinacion de primers): Se espera amplificacion en japonica no en
maleza.

Producto de PCR 3= F2R1 (combinacion de primers): Se espera amplificacion en japonica no en
maleza.

Figura 21: Esquema de sitios de hibridacion de los cebadores disefiados para cada genoma incluido en el ensayo y
resultado esperado para la region representada por W6GW.
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Las amplificaciones se realizaron sobre el ADN de AM356-8 y cultivar japonica Tacuari para
cada una de las regiones evaluadas. Se utilizd una muestra de ADN bovino como control
negativo de amplificacion. Como control positivo de amplificacion se utilizaron cebadores para
los microsatélites RM215 y RM319 (Figura 22 d )

En el caso 1, representado por la lectura K097, se testo la combinaciéon de cebadores F2-R2
para los que se obtuvo amplificacién solo en el biotipo cultivar japonica como era esperado
(Figura 22a y c). Cuando fue testada la combinacién F2-R1 se obtuvo amplificaciéon para ambos
biotipos, maleza y cultivar japonica (Figura 22b). En este caso no se esperaba amplificacion en
japonica, dado que uno de los cebadores se disefio para hibridar sobre la region cloroplastica
inserta en el nucleo. A partir de estos resultados se puede concluir que en ambos biotipos esta
presente la insercion representada por la lectura K097. En la maleza esta region seria
homocigota, mientras que en japonica seria heterocigota y es por ello que se obtuvo
amplificacion con ambas combinaciones de cebadores. INIA Tacuari la variedad japonica
utilizada para el ensayo, es una variedad comercial de una planta autégama, por lo que no se
espera encontrar loci heterocigotos en su genoma. Luego de aproximadamente 12 generacion
de retrocruzamientos, necesarios para la liberacion de una variedad, la heterocigosis se ve muy
reducida, pero no se elimina por completo. Este podria ser el caso del loci representado por la
lectura K097.

Este caso ademas representa una region cloroplastica transferida desde el genoma del
cloroplasto al nucleo que definitivamente esta presente en el genoma nuclear de japonica pero
no en el genoma ensamblado utilizado en este trabajo como referencia. Es decir que esta region
fue excluida del ensamblaje del genoma nuclear de japonica probablemente por el estado

heterocigoto de la misma.
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Figura 22: Resultado amplificaciones para el testado de la presencia/ausencia de insercion representada por la lectura
K097. a) ) Resultado de amplificacion con combinacion de cebadores F2/R2,visualizado en gel de agarosa 2% con tincién
de bromuro de etidio; b) Resultado de amplificacion con combinacion de cebadores F2/R1, visualizado en gel de agarosa
2% con tincion de bromuro de etidio ; ¢) Esquema de sitios de hibridacion de los cebadores en cada genoma testado y
tamafios esperados; d) Control positivo de reaccion.
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En el caso 2, representado por la lectura GCFF90V02GW6GW, se testaron las combinaciones
de cebadores F2-R2 y F2-R1 (Figura 23a y b) los cuales hibridan fuera de la region del inserto.
En ambos casos se obtuvo amplificacion sélo en japonica con los tamafios de producto
amplificado esperados (Figura 23c). A partir de éstos resultados se podria decir que en el
genoma nuclear de japonica no estaria presente la insercion cloroplastica representada por la
lectura W6GW, pero si es probable que dicha insercién esté presente en el genoma de la
maleza. Siendo la insercion el motivo por el que no hubo amplificacion en el biotipo maleza, pues
la presencia de la misma incrementaria la distancia entre los puntos de hibridacion de los

cebadores a punto tal que impide la amplificacion.
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Figura 23: Resultado amplificaciones para el testado de la presencia/ausencia de insercion representada por la lectura
W6GW. a) Resultado de amplificacion con combinacién de cebadores F2/R2, visualizado en gel de agarosa 2% con
tincion de bromuro de etidio; b) Resultado de amplificacion con combinacion de cebadores F2/R1, visualizado en gel de
agarosa 2% con tincién de bromuro de etidio; c) Esquema de sitios de hibridacion de los cebadores en cada genoma
testado y tamafios esperados.

En el presente trabajo se secuencio el genoma del arroz maleza obteniendo una cobertura de
0.13X, es decir que en los datos de secuencias esta representado el 13% del genoma nuclear
del biotipo. Considerando, que el genoma nuclear de arroz contiene aproximadamente un 0.2%
del genoma cloroplastico (Matsuo et al., 2005), se realizaron algunas estimaciones de interés.

Si el 0.2% del ADN nuclear de arroz es de origen cloroplastico, el nimero esperado de lecturas
que representen estas inserciones, con un 13% del total del genoma analizado seria 359
lecturas. En este trabajo identificamos 114 lecturas como transferencias antiguas, 55 lecturas
representaban bordes de las mismas trasferencias antiguas o regiones insertas de menor
longitud que la propia lectura. Ademas se identificaron 25 lecturas que representaban bordes de
transferencias modernas y 16 lecturas representando las trasferencias mas recientes
encontradas exclusivamente en el genoma del biotipo maleza. En total identificamos 210 lecturas
que podrian estar representando insertos cloroplasticos en el nucleo.

Esta subrepresentacion puede deberse a la incapacidad de deteccion de lecturas tipo 1A de la

figura 16, las que representan regiones cloroplasticas insertas tan recientemente que aun
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mantienen completamente o casi completamente la identidad con el cloroplasto. O a la
incapacidad de deteccion por no estar presentes en el genoma de referencia, como ya se
comento, estos fragmentos pueden haber sido eliminados del ensamblado del genoma nuclear

de referencia debido a la alta similitud que mantiene con el genoma de origen.
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Conclusiones finales

1)

En el presente trabajo se obtuvieron vastos segmentos de secuencias gendmicas de
arroz maleza asi como el genoma completo del cloroplasto con una cobertura de 106x.
Esta informacion permitio realizar varios estudios de genémica comparativa los cuales a
su vez nos aportaron datos de diversa indole. Ademas se refind una metodologia para la

deteccién de secuencias cloroplasticas a partir de datos de secuencia de ADN total.

a - Se generaron herramientas para estudios de poblacionales dentro del género Oryza.
Los InDels identificados en este trabajo representan haplotipos que diferencian
claramente entre las subespecies de O. sativa, y asi mismo entre haplotipos nivara y
rufipogon. Aplicarlos en un estudio poblacional del complejo Oryza podria ayudar a
resolver las relaciones filogenéticas de éstas especies aun en discusion, asi como para

trazar el origen de los biotipos de arroz maleza encontrados en campos uruguayos.

b- Se determind a través técnicas de gendmica comparativa el origen del arroz maleza

secuenciado. Este habria surgido por cruzamiento entre un biotipo maleza y un cultivar.

Se ajusté un procedimiento bioinformatico que permite la deteccién de transferencias

entre los diferentes genomas de una célula vegetal.

Se identificaron nuevas transferencias de ADN desde el genoma cloroplastico y nuclear
en el arroz maleza estudiado. Estos resultados permitieron realizar estimaciones en la
tasa de transferencia, las que muestran que existe una alta tasa de transferencia de
material genético aun hoy entre el nicleo y los genomas de los organelos

citoplasmaticos.
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