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Resumen

En esta investigacion se estudié el proceso de hibridacion interespecifica de la
especie silvestre O. glumaepatula con variedades comerciales de la especie O.
sativay con O. grandiglumis mediante evaluacion morfologica y citometria de flujo
de hibridos. Se produjeron y evaluaron plantas hibridas producto del cruce entre
O. glumaepatula, ubicada en el humedal del Rio Medio Queso y dos variedades
de O. sativa, Puita Inta y CFX- 18 resistentes a un herbicida. Se utilizé la técnica
de Cadena de Reaccion de Polimerasa Oligonucleétido Alelo Especifica (PCR-
ASO) para detectar las mutaciones alélicas en el gen ALS que confieren la
resistencia al herbicida, y asi confirmar la naturaleza hibrida de las plantas
obtenidas en los cruces. En total se obtuvieron 68 hibridos O. glumaepatula x P.
Inta, 21 hibridos P. Inta x O. glumaepatula, 4 hibridos O. glumaepatula x CFX-18 y
15 hibridos CFX-18 x O. glumaepatula. Se evaluaron 10 descriptores morfolégicos
del género Oryza y se determind que independientemente de la direccién y tipo de
cruce, los hibridos se asemejan a la especie silvestre O. glumaepatula para los
caracteres: altura, longitud de la panicula y longitud de la ligula. Asi mismo, todos
los hibridos presentaron similitud a las variedades comerciales en la longitud de la
hoja bandera. Para los demas caracteres evaluados, dichos hibridos presentaron
efecto materno, heterosis y valores intermedios. Por otro lado, se estandarizo el
protocolo de citometria de flujo (CFM) para especies del género Oryza y se analiz6
el contenido de ADN nuclear de 106 muestras de tejido foliar de las especies
silvestres O. glumaepatula, O. grandiglumis y de los hibridos naturales producto
del cruce entre estas especies, identificados morfolégicamente por Zamora et al.
(2003). Se determin6é que el contenido de ADN nuclear para el hibrido O.
glumaepatula x O. grandiglumis en promedio es de 0.73 picogramos, que resultd
ser intermedio en comparacién con O. grandiglumis y O. glumaepatula que
presentan 1.0 y 0.50 picogramos de ADN respectivamente. De esta manera se
confirmo la naturaleza molecular de los hibridos.

X



1. Introduccién

El género Oryza pertenece a la familia Poaceae e incluye 22 especies de las
cuales 20 son silvestres y dos, O. glaberrima y O. sativa son cultivadas (Zhiping et
al., 2005). Esta ultima, Oryza sativa L., de genoma diploide (2n = 24) comenz6 a
cultivarse hace casi 10.000 afios, en muchas regiones humedas de Asia tropical y
subtropical (Garris et al., 2005). Actualmente, el arroz es un cereal de gran
importancia econdmica y social ya que representa el 20% de calorias de la dieta
diaria para mas de un tercio de la de la poblaciébn mundial (Garris et al., 2005). En
el aflo 2011, este cultivo represento la produccion de alrededor de 700.7 millones
de toneladas de arroz, siendo Asia el mayor productor con un aporte del 90%,

mientras que América Latina representaria el 3.84% (FAO, 2011).

Sin embargo, uno de los principales problemas que afecta la produccién de arroz
es la competencia por recursos con el arroz maleza o arroz rojo, por lo que en
Estados Unidos y Brasil y los paises centroamericanos se ha optado por introducir
variedades de arroz resistente a herbicidas del grupo de imidazolinonas. Estas
variedades han sido obtenidas por medio de mutaciones inducidas del gen ALS
que codifica para la enzima acetolactatosintetasa, indispensable en la biosintesis
de los aminoacidos esenciales isoleucina, leucina y valina, y que gracias a dicha
mutacion el herbicida no las afecta. La variedad CFX-18 por ejemplo, presenta la
mutacion del gen en la posicion SessD, mientras que la variedad Puita Inta la

presenta en la posicion A122T (Kadaru et al., 2008 Roso et al., 2010).

Por otro lado, en América se han descrito tres especies de arroz silvestre que
presentan una alta diversidad genética, estas incluyen poblaciones de genoma
diploide (AA) como Oryza glumaepatula, la cual se localiza en diferentes partes de
Latinoamérica como Centro y Suramérica, Paraguay, Brasil y Cuba (Marines et al.,
2007; Akimoto, 1998), ademas, de las especies de genoma tetraploide (CCDD)



como Oryza grandiglumis y Oryza latifolia (Zamora et al., 2003). Estudios
recientes han determinado que O. glumaepatula es principalmente autégama,
adaptada al clima y suelo tropical, con un ciclo de vida y produccion de semilla
anual. Por otra parte, se ha establecido que esta planta es una de las principales
fuentes de germoplasma para mejoramiento de arroz cultivado mediante cruces

interespecificos entre ambos (Brondani et al., 2005).

En Costa Rica, se ha documentado la existencia de dos poblaciones de O.
glumaepatula. Una poblacién de cientos de plantas en las zonas bajas al noroeste
en Cuajiniquil de Guanacaste, y una poblacion mayor distribuida en parches a lo
largo del Humedal del rio Medio Queso en Los Chiles de Alajuela, al norte del
pais, cerca del area protegida del Refugio de Vida Silvestre de Cafio Negro
(Zamora, 2001). Su caracterizacion morfolégica y molecular a través de
microsatélites muestra una clara separaciéon de O. glumaepatula respecto a las
otras especies silvestres del mundo, al arroz maleza y comercial (Arrieta-Espinoza
et al., 2005; Trejos, 2006; Zamora et al., 2003).

En la actualidad en los margenes del rio Medio Queso se desarrollan zonas de
agricultura con cultivos de arroz comercial y ganaderia. Esta situacion posibilita el
cruce e hibridacién entre O. sativa y O. glumaepatula dentro del agroecosistema
(Trejos, 2006). Ademés, en las zonas en la que se han encontrado estas
poblaciones, también se han identificado individuos que segun su morfologia
serian posibles hibridos producto del cruce entre O. glumaepatula y O.
grandiglumis (Zamora et al., 2003). Las poblaciones de O. grandiglumis, al igual
gue las de O. glumaepatula se encuentran distribuidas en tierras bajas, en zonas
alteradas como potreros, orilla de las carreteras, de bosques o rios y en areas
cultivadas (Quesada, 2001).

La hibridacion de especies vegetales que utilizan el sistema reproductivo de

autopolinizacion, como en el caso del género Oryza, permite la combinacion en un



genotipo de la descendencia (H1) de al menos dos o mas genotipos de los
progenitores, a los cuales se les llama hibridos (Suarez, 2006). La presencia de
plantas hibridas H1 representa un aumento en las probabilidades de introgresion
genética de alelos entre plantas de diferentes poblaciones, lo que quiere decir, el
intercambio y traslado permanente de los genes de un conjunto de poblaciones
diferenciadas a otro (De la Cruz, 2010). La incorporacién estable de estos alelos
da como resultado un aumento en la diversidad genética, esto debido a que la
poblacidon resultante contiene genes de ambos padres, genotipos Unicos y con
potencial expresién de ambos caracteres de sus progenitores (SEBiot, 2007). Por
otro lado, estudios de hibridacion natural sugieren que las plantas domesticadas
pueden cruzarse naturalmente con sus parientes silvestres compatibles cuando
entran en contacto entre si, y la Unica manera de probar que realmente estos
procesos han ocurrido es analizar los patrones de variaciébn tanto a nivel

morfolégico como molecular (Hathaway, 2004).

Sin embargo, se debe tomar en cuenta que la presencia o ausencia de algunos
caracteres parentales en los hibridos no necesariamente revela una combinacién
estable de alelos (Kshirsagar, 2005). Es necesario por lo tanto, estudiar y analizar
la naturaleza de los genes, ya que el valor de un genotipo depende de su potencial

per se y de su capacidad para combinarse (De la Cruz, 2010).

Una de las técnicas que se ha utilizado para realizar este tipo de estudios ha sido
la citometria de flujo (CMF), en vista de que permite determinar el tamafio del
genoma de los organismos. Ejemplos de aplicacibn de esta técnica incluyen
estudios sobre la evolucion, ecologia y sisteméatica de plantas. La CMF permite la
cuantificacion de la cantidad de ADN en nucleos celulares tefiidos con un
fluorocromo que fluyen individualmente a través de una celda optica (Dolezel et al.
(2007), (Miyabayashi et al., 2007).



Los primeros informes de la utilizacion de la CMF en especies vegetales datan de
1983. Desde entonces, se ha logrado determinar desde el genoma mas pequefio
en la especie Genlisea margaretae (Lentibulariaceae) con 0.06 pg ADN/nucleo,
hasta el genoma mas grande en la especie tetraploide Fritillaria assyriaca
(Liliaceae) con 65.48 pg ADN/nucleo (Bennett & Leitch, 2012). Ademas esta
técnica ha permitido realizar estudios de muy diversa naturaleza, como por
ejemplo la determinacion de la correlacion entre la duracion del ciclo celular y el
tamafio de las células, caracterizar el ciclo de vida de especies en peligro de

extincion y malezas, y estudios fenologicos, entre otros (Galbraith et al., 2005).

En el caso de la valoracion del tamafio de genoma, se realiza una estimacion
cuantitativa del ADN nuclear de las células vegetales, utilizando fluorocromos
ADN-selectivos. Para esto, se determinan los picogramos de ADN por nucleo
utilizando una planta estandar con una cantidad de ADN conocido (Dolezel et al.,
2007). En el caso especifico del arroz, Velasquez et al. (2010) utilizaron esta
técnica para determinar la cantidad de ADN por nucleo y el nivel de ploidia de

plantas regeneradas a través de cultivo in vitro.

Por lo tanto, para estudiar la hibridacion interespecifica de la especie silvestre
diploide O. glumaepatula con especies de diferente grado de ploidia tales como
Oryza grandiglumis y Oryza latifolia que son tetraploides (Zamora et al., 2001) la
citometria de flujo permitiria la identificacion de los materiales hibridos entre estas

especies silvestres.



2. Antecedentes

La especie silvestre de arroz O. glumaepatula se encuentra distribuida en las
regiones de centro y sur América. Algunos herbarios archivan muestras en Cuba,
Paraguay y Argentina que datan desde 1902 y mas recientemente en la década de
los noventas, en medio del curso del rio Amazonas, en Brasil. En el neotrépico,
ademas de O. glumaepatula, se distribuyen otras 3 especies silvestres: O.

grandiglumis, O. alta y O. latifolia (Akimoto, 1998).

En Costa Rica se ha determinado la presencia de tres especies silvestres del
género Oryza: O. glumaepatula, O. grandiglumis, O. latifolia. Ademas, se ha
analizado la varianza de diversos descriptores morfologicos y su correlaciéon con
cada una de estas especies silvestres, esto mediante estudios de andlisis de
componentes principales (PCA), gracias a lo cual se identificé un posible hibrido
producto del cruce entre O. glumaepatula y O.grandiglumis (Zamora et al., 2003).
Este analisis determind ademdas, que O. glumaepatula presenta rasgos
morfolégicos Unicos, tales como una ligula apergaminada, y considerablemente
mas grande que la de las demas especies silvestres, panicula corta y una
coloracion rojiza en las aristas de las semillas. Finalmente, este andlisis permitié
establecer que esta especie presenta dos picos subsecuentes de floracion a

inicios de la estacion lluviosa entre setiembre y octubre (Zamora et al., 2003).

Desde el surgimiento de la agricultura, una gran variedad especies silvestres han
sido seleccionadas y domesticadas por el ser humano. Tal es el caso del trigo
(Triticum turgidum) y la cebada (Hordeum turgidum) en el medio Oriente, el maiz
(Zea mays L.) y la papa (Solanum tuberosum) en América y el arroz (Oryza sativa
L.) en Asia, los cuales han llegado a ser la base de la alimentacion en el mundo
(Castafion, 2002). Durante el proceso de seleccion de estos organismos, las
combinaciones de genes resultantes de la hibridacion han sido de importancia en

la evolucion de cada uno de estos (Jarvis & Hodgkin, 1999).



En base a esta informacion, se ha establecido que la evaluacion de la hibridacion
entre cultivares comerciales y sus parientes silvestres es importante para el
reconocimiento y la seleccion de las plantas hibridas resultantes, y la evaluacion
de los posibles componentes de riesgo que ello implicaria dentro de un
agroecosistema (Jarvis & Hodgkin, 1999). Entre estos se pueden mencionar los
estudios de introgresion genética a nivel morfolégico y molecular mediante el uso
de isoenzimas en tomate (Lycopersicon esculentum), para evaluar variacién
genética y su significancia evolutiva (Rick & Holle, 1990) y los andlisis
morfolégicos de aptitud combinatoria para predecir hibridos a partir de cruces

dialélicos en el maiz (Zea mays) (Quemé de Leon et al., 1991).

Ademas, se han realizado estudios de introgresién genética a nivel morfolégico y
molecular mediante el uso de isoenzimas en la papa (Solanum tuberosum)
(Zimmerer & Douches, 1991); andlisis de introgresion genética para establecer
relaciones morfolégicas entre cultivares y sus parientes silvestres en lechuga
(Lactuca sativa) (van Raamsdonk & van der Maesen, 1996) y analisis
morfolégicos de aptitud combinatoria mediante cruces dialélicos y sus reciprocos
de la rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) en México (Ruelas et al., 2008), entre

otros.

Desde el punto de vista de mejoramiento genético, las especies silvestres han sido
una importante fuente de genes para la mejora de las variedades cultivadas a
través de la hibridacion y retrocruzamiento. Por ejemplo, se puede mencionar el
caso del algodon, en donde la hibridacion interespecifica entre especies silvestres
tetraploides y la variedad cultivada han sido explotados en el desarrollo de
hibridos de algodén comercialmente populares (Vikrant, 2006).

Por otra parte, la citometria de flujo, es otra de las técnicas moleculares que ha
sido utilizada en diferentes partes del mundo para evaluar la hibridacion entre

especies vegetales. En algunos taxa vegetales la citometria de flujo se ha utilizado



determinar el contenido de ADN por nucleo, al comparar con un estandar cuyo
tamafo de genoma es conocido (Serrato et al., 2000).

Algunos estudios de este tipo se han realizado en plantas de sandia (Citrullus
lanatus) para correlacionar el contenido de ADN con el nivel de ploidia y el nimero
de cloroplastos en células guardianas en los estomas de hibridos provenientes del
cruce entre especies triploides y tetraploides (Jaskani et al., 2005); por su parte
Serrato et al (2000) en México utilizd esta técnica para determinar la asociacion
entre el contenido de ADN nuclear y el nivel de ploidia de varias poblaciones de
Tagetes spp de la familia Asteraceae. De la misma manera, De Schepper et al.
(2001) utilizaron esta técnica para evaluar el nivel de ploidia de una coleccién de
plantas de azalea, del género Rhododendron e identificaron especies diploides,

triploides y tetraploides.

Ademas, la citometria de flujo también ha sido implementada en leguminosas
como Medicago truncatula (Ochatt, 2006), para evaluar la estabilidad genética de
las plantas en cuanto al contenido de ADN y por tanto el nivel de ploidia de
poblaciones transformadas mediante la insercion de genes via Agrobacterium
tumefaciens. Por otro lado, esta técnica se ha utilizado con la especie Mammillaria
san-angelensis de la familia Cactaceae, conocida como Biznaga de san angel
para evaluar de igual manera la estabilidad genética de plantas hibridas

regeneradas via cultivo in vitro (Palomino, 2000).

Finalmente, en el caso especifico de estudios de caracterizacion e identificacion
de especies vegetales, esta técnica ha sido utilizada en diferentes accesiones del
género Bromus (Tuna et al 2001). En relacion con esta investigacion, existen
referencias en donde la citometria de flujo se ha utilizado en plantas silvestres del
género Oryza para determinar contenido de ADN o tamafio del genoma y
relacionarlo con la ploidia y el numero y longitud de cromosomas de cada una
(Miyabayashi et al., 2007).



3. Justificacion

La posible hibridacion de la especie silvestre O. glumaepatula con el arroz
cultivado o con otra especie silvestre podria representar un riesgo en cuanto al
mantenimiento de la fuente de genes que posee O. glumaepatula para el
mejoramiento genético del arroz en el pais. Por lo tanto, la caracterizacion de los
hibridos entre O. glumaepatula y O. sativa permitiria la identificacion de las
caracteristicas predominantes en los hibridos producto del cruce entre estas
especies. Asimismo, la informacion generada seria de utilidad para entender el
proceso de hibridacion y el posible flujo de genes de las variedades comerciales a
la especie silvestre. Por otra parte, la utilizacién de la técnica de citometria de
flujo proveeria de una herramienta para determinar la identidad de los hibridos
naturales entre O. glumaepatula y la especie silvestre O. grandiglumis

identificados por morfologia y ubicados en el humedal del rio Medio Queso.

4. Hipotesis de trabajo

Segun lo descrito por Kanya et al. (2012), hibridos del género Oryza entre una
especie silvestre y una variedad comercial tienen un genoma compuesto por
genes de ambos padres los cuales son determinados por seleccién y cuyos
caracteres pueden distinguirse morfolégicamente. Con base en este argumento,
mediante la presente investigacion se espera obtener plantas hibridas producto
del cruce entre el arroz silvestre (O. glumaepatula) y el arroz cultivado (O. sativa)
con caracteres de ambos padres. Estos caracteres podrian ser ventajosos debido
al dominio de alelos heterocigotos sobre homocigotos en el fenotipo de la primera
generacion (Sanchez et al. 2009). Ademas, Miyabayashi et al. (2007) afirma que
la citometria de flujo permite determinar cuantitativamente el tamafio del genoma
de los organismos, por lo que con esta investigacion se espera confirmar
molecularmente la naturaleza hibrida de las plantas O. glumaepatula- O.

grandiglumis con un tamafo de genoma intermedio entre ambos progenitores.



5. Objetivo general

Estudiar el proceso de hibridacion interespecifica de la especie silvestre de arroz
O. glumaepatula con Oryza sativa y Oryza grandiglumis mediante analisis

morfolégico, molecular y de citometria de flujo.

5.1. Objetivos especificos

Establecer la capacidad de hibridacion y el posible efecto materno sobre las
plantas hibridas producto del cruce entre el arroz silvestre (O. glumaepatula) y el
arroz cultivado (O. sativa).

Comparar la morfologia y desarrollo de los hibridos glumaepatula-sativa, sativa-

glumaepatula, retrocruces y parentales.

Caracterizar posibles hibridos naturales entre las especies O. glumaepatua y O.

grandiglumis presentes en Costa Rica mediante citometria de flujo.
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6. Materiales y Métodos

Material vegetal: Se realizaron giras a la peninsula de Santa Elena, Guanacaste
(10°57°03.2” N / 85°36’59.5” W) y al rio Medio Queso en Los Chiles de Alajuela
(11°01°34.1” N / 84°40°42.8” W) para recolectar plantas en floracion y semillas de
O. glumaepatula ubicadas en areas identificadas por Zamora et al. (2003). Estas
plantas se sembraron en el invernadero del Centro de Investigaciones en Biologia
Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de Costa Rica.

6.1. Cruces interespecificos artificiales entre O. glumaepatula y O. sativa

Los cruces se realizaron en el invernadero antes mencionado, bajo las siguientes
condiciones: iluminacién diaria con techo de I[amina transparente y con extractores
de aire que produjeron una humedad promedio de 56.6% y una temperatura
promedio de 32°C. Para estos cruces se utilizaron la especie silvestre O.
glumaepatula, vy las variedades comerciales CFX-18 y Puita Inta. Estas
variedades han sido comercializadas en Costa Rica desde el 2005 y presentan

resistencia a herbicidas del grupo de las imidazolinonas.

Segun la cantidad de plantas con las que se contaba, se realizaron 40 cruces de 2
repeticiones cada uno, en donde la especie O. glumaepatula fue la planta
receptora de polen y las variedades cultivadas, tanto Puita Inta como CFX-18
fueron las donadoras de polen. Ademas, se realizaron 20 cruces reciprocos con 2
repeticiones cada uno, en donde las variedades comerciales fueron las receptoras
del polen de O. glumaepatula. Este proceso de cruzamiento entre especies se
llevo a cabo durante los meses de octubre y noviembre ya que es el periodo en el
cual las plantas de O. glumaepatula florean. Los cruces se llevaron a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Sarkarung (1991), manteniendo a las plantas
con paniculas emasculadas en macetas y con otras modificaciones que se

describen a continuacion.
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Inicialmente las plantas receptoras de polen se emascularon. En la fase de
floracion temprana se cortd la parte superior de las espiguillas con tijeras
pequefias y se extrajo cada una de las anteras con una pipeta Pasteur conectada
a una bomba de vacio marca GAST (0823-101Q—G608NGX). Al dia siguiente de
la emasculacion la planta fue polinizada manualmente, segun el tipo de cruce
requerido. Este procedimiento se realiz6 entre las 12.00md y la 1.00pm, ya que
se determind que es la hora en que estas especies liberan mayor cantidad de
polen (Akimoto, 1998). Luego de realizar la polinizacion se embolsaron cada una
de las paniculas de la planta, esto para evitar que fuera polinizada por otra planta.
Posteriormente, se cosecho la semilla obtenida entre los 15 y 22 dias después de
la polinizacion. Las semillas fueron sembradas para evaluar morfolégicamente las

plantas y confirmar su naturaleza hibrida.

6.1.1. Evaluacién morfoldgica de las plantas

Una vez obtenidas las semillas de los cruces interespecificos, se procedio a la
germinacion de las mismas, al igual que las semillas de sus progenitores, a saber
las variedades cultivadas: P. Inta y CFX-18 y la especie silvestre: Oryza
glumaepatula. Esta germinacion se realiz6 en condiciones in vitro para mantener
las mismas condiciones de todas las plantas durante el experimento, como se

describe a continuacion.

Se desinfectaron las semillas con dos inmersiones sucesivas en 10 ml de
hipoclorito de sodio 3.0 % (Clorox Los Conejos) con dos gotas de Tween en
agitacion por 20 minutos con 3 y 5 lavados con agua destilada estéril después de
cada inmersion, respectivamente. Las semillas se cultivaron en un medio de
cultivo de sales MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado con Sacarosa a
una concentracion de 30 g/L y carbon activado a una concentracion de 2g/L, se
estabilizé la acidez del medio a un pH de 5.8. Una vez que las plantulas

desarrollaron al menos dos hojas (entre 1 6 2 semanas luego de la germinacién),
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estas se transplantaron a potes de 20 cm de alto y 18 cm de ancho, rellenados
con al menos ¥% partes de sustrato compuesto de suelo y fibra de coco en una

proporcion 3:1.

Una vez trasplantadas, todas las plantas (O. glumaepatula, variedades
comerciales e hibridos) se evaluaron morfologicamente cada 15 dias hasta el
periodo de floracion. Para los individuos de la especie silvestre O. glumaepatula
cuya floracion es anual, la evaluacion se realizé también en funcién del tiempo de
floracion de los hibridos, con el objetivo de mantener consistencia en los datos,
para el posterior analisis estadistico de los resultados.

Los descriptores morfologicos evaluados en esta investigacion para el crecimiento
vegetativo y reproductivo de las plantas se eligieron segun los valores
significativos de los coeficientes de correlacion en el andlisis de componentes
principales y su matriz de correlacion realizada por Arrieta et al (2005). Dichos
caracteres fueron: Altura del eje principal (cm), nimero de hojas del eje principal
de la planta, numero de brotes por planta, nimero de paniculas por planta,
namero de granos por panicula y longitud de la hoja bandera (cm). Ademas se
evaluo la longitud de la ligula, por ser un caracter utilizado para identificar

individuos de la especie O. glumaepatula.

6.1.2. Confirmacion molecular de la naturaleza hibrida de las plantas

Se recolectaron muestras foliares de aproximadamente 40 gramos, de las posibles
plantas hibridas obtenidas y sus parentales (Puita Inta, CFX-18 y O. glumaepatula)
para la extraccion de ADN, proceso que se realizé mediante el protocolo de Lodhi
et al. (1994). La calidad del ADN extraido se verifico en un gel de agarosa al 0.8%,

como se describe posteriormente.
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La caracteristica de resistencia al herbicida en las variedades comerciales se
utilizé para determinar la naturaleza hibrida de las plantas obtenidas en los cruces.
Para ello, se utilizaron imprimadores que permiten detectar las mutaciones alélicas
en el gen ALS y que confieren la resistencia al herbicida imidazolinona (Shimizu et
al., 2011) en las variedades Puita Inta y CFX-18 de acuerdo con la metodologia
descrita por Roso et al. (2010) y por Kadaru et al. (2008) respectivamente. Se
empleo la técnica molecular de PCR-ASO (Cadena de Reaccion de la Polimerasa
Oligonucledtido Alelo Especifica) para detectar la presencia o ausencia del alelo
mutado en los posibles hibridos y los parentales. Este proceso se realizé de la

siguiente manera:

Se uso el programa base descrito por Roso et al. (2010) para detectar la mutacién
en el gen ALS en la posicion A122T en Puita Inta y se modificé la técnica de PCR
aplicando Touchdown, esto para obtener amplificaciones mas especificas. Para
ello, se incrementd en siete grados la temperatura de alineamiento en el primer
ciclo de la reaccion de PCR y luego se disminuy6 en 1 grado en cada ciclo hasta

llegar a la temperatura de anillamiento de los imprimadores.

El programa de la reaccién se resume a continuacion: 1 ciclo de 94°C por 3
minutos, seguido de 7 ciclos de 94 °C por 1 minuto, alineamiento a 62 °C por 1
minuto y 72 °C por 1 minuto (bajando un grado cada ciclo la temperatura de
alineamiento hasta 55 °C), 25 ciclos adicionales de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1
minuto y 72 °C por 1 minutos 30 segundos, finalizando con una incubacion de 10
min a 72 °C.

Ademas, se modificé el imprimador reverse para asi poder amplificar el fragmento
gue contendria el alelo sin mutar en el gen ALS y que confiere susceptibilidad al
herbicida, esto se hizo cambiando un nucle6tido en la penultima posicion del

extremo 3.
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Para la variedad resistente se utilizaron los siguientes imprimadores:
Forward: 5-CCAAGACCGGCCGTAAGAAC-3’, Reverse: 5-TGGTGGATCTCCATGGAGGT-3'
Mientras que para las plantas susceptibles se utilizaron los siguientes:

Forward: 5-CCAAGACCGGCCGTAAGAAC-3’, Reverse: 5-TGGTGGATCTCCATGGAGGC-3'.

Por otro lado, se utilizé el programa para realizar PCR descrito por Kadaru et al.
(2008) y amplificar la mutacion en el gen ALS de la variedad resistente CFX-18 y
que se encuentra en la posicion Ses3D. Se utilizaron las siguientes condiciones de
amplificacion: 1 ciclo de 95 °C por 3 minutos, 27 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30
segundos a 61 °C y 30 segundos a 72 °C y una incubacion final de 5 minutos a 72
°C.

Para la variedad resistente se utilizaron los siguientes imprimadores:
Forward: 5-GTGCTGCCTATGATCCCAAA'3, Reverse: 5-TGGGTCATTCAGGTCAAACA-3’.
Mientras que para las plantas susceptibles se utilizaron los siguientes

Forward: 5-GTGCTGCCTATGATCCCAAG-3’, Reverse: 5-TGGGTCATTCAGGTCAAACA-3'.

Para las reacciones de amplificacion se utilizaron las siguientes cantidades de
reactivos: 2uL de Taq Buffer, 0.4 ul de dNTPs (10mM), 1 pyL de primer foward (10
pm), 1 uL de primer reverse (10 um), 1.2 uL de MgClz (25 mM). 0.25 uyL de Taq
Polimerasa (10X KCI), 8.02 pL de H20 desionizada estéril y 4 uL de ADN.
Ademas, se incluyeron 0.8 uL de BSA (Albumina Sérica Bovina), para captar iones
e inhibidores de la Taq Polimerasa, incrementando la eficiencia del PCR y 1.33 pL
de DMSO (Dimetil Sulféxido) para mejorar las amplificaciones de secuencias ricas
en GC. (Casa comercial Fermentas Thermo Scientific). Las amplificaciones se

realizaron en un termociclador modelo Professional basic, marca Biometra.

Se determind la calidad del ADN gendmico extraido de las plantas y de los
productos de PCR mediante electroforesis en geles de Agarosa al 1% y 2% en
buffer TAE (Tris-acetate-EDTA) en condiciones corrida a voltaje constante de 100
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y 85 Voltios durante 1 hora y 1.5 horas respectivamente ( Camaras de
electroforesis horizontal). ElI ADN fue colocado en los pozos del gel de agarosa
en una proporcion 1:10 y 5:1 respectivamente (UL de ADN: puL de buffer carga,
azul de bromotimol y glicerol). Ademas, se utilizé un marcador molecular de 1Kb

(Fermentas Thermo Scientific) de una concentracion de 0.1 mg de ADN/pL.

Se tifieron los geles mediante la inmersion en una solucion de bromuro de etidio
durante 15 minutos y lavados con agua destilada durante 5 minutos en un agitador
horizontal. EI ADN se visualiz6 en un transiluminador de luz ultravioleta Uvitec
BXT—26M y se tomaron fotografias con camara digital las cuales se procesaron

posteriormente utilizando en programa Adobe Photoshop CS5 (2012).

6.1.3. Andlisis estadistico para determinar la hibridacion de caracteres en

funcién de la madre del hibrido

Se compararon los promedios de las variables morfoldgicas en los hibridos en los
cuales O. glumaepatula fue la madre con aquellos en los que fue el padre. Este
analisis se realizé mediante una prueba t-student usando Microsoft Excel 2007 con
el objetivo de determinar diferencias significativas entre los hibridos para cada uno
de los caracteres evaluados. En los rasgos donde no se encontraron diferencias
significativas entre los dos tipos de hibridos (P>0.05), se utilizaron los datos juntos
como un unico hibrido para aumentar el tamafio de muestra. En aquellos casos en
los que se obtuvieron diferencias significativas (P<0.05), los datos se analizaron

de forma separada.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) con cada uno de los descriptores
morfolégicos evaluados en las plantas utilizando el programa JMP 2007, para
comparar los hibridos con respecto a sus progenitores. El descriptor morfologico

se utilizé como la variable dependiente y cada medida se clasific6 en alguna de
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los siguientes categorias como los niveles de la variable independiente: hibridos
(separados de acuerdo a la direccion del cruce), especie silvestre O. glumaepatula
o0 las dos variedades de arroz cultivado (O. sativa): CFX-18 y Puita Inta.

Ademas, en el caso de los conteos al ser datos discretos estos se transformaron
con raiz cuadrada para homogenizar varianzas y en cada ANDEVA se analizaron
los residuos para determinar su normalidad. En aquellos casos en donde el
namero de hibridos obtenidos fue bajo, se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis
para determinar la confiabilidad de los resultados del ANDEVA. Se determiné que
si las diferencias encontradas en ambas pruebas no coinciden se debi6 usar los
resultados de Kruskal-Wallis. Por otro lado, si las diferencias estadisticas
coinciden se utilizaron los resultados del ANDEVA, ya que este permite realizar un

Andlisis de Contrastes entre categorias.

Finalmente, se realiz6 una comparacion mediante un Andlisis de Contrastes
(utilizando el programa JMP 2007), para determinar similitud morfolégica del
hibrido con sus progenitores: la especie silvestre O. glumaepatula y con las
variedades comerciales (P. Inta y CFX-18). Se realizd este analisis ya que es un
meétodo robusto posterior al ANDEVA que permite comparaciones entre grupos de
medias cuando se tiene un criterio que permite separar los tratamientos en grupos
l6gicos (Zar, 1999).
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6.2. Determinacion del contenido de ADN de las plantas identificadas como
hibridos producto del cruce entre O. glumeapatula y O. grandiglumis

mediante Citometria de Flujo

Se analizé el contenido de ADN nuclear de 106 muestras de tejido foliar de
plantas del género Oryza: O. glumaepatula, O. grandiglumis e hibridos entre estas
especies descritos por Zamora et al. (2003). Este andlisis se llevdo a cabo
siguiendo el protocolo de un solo paso descrito por Dolezel et al. (2007), en donde
mediante el uso de Yoduro de Propidio (Pl), se tifie el ADN de los nucleos
celulares de las plantas para luego realizar una cuantificacion de la fluorescencia,
gue es proporcional a la cantidad de ADN por nucleo. Para este proceso, los
nacleos fueron extraidos de cada muestra de tejido foliar de las plantas. En este
caso, debido a la rigidez de la pared celular, dichos tejidos debieron ser picados
sobre hielo en una placa petri, con un bisturi nimero 4 y sumergidos en un buffer

de extraccion que se describira mas adelante.

Ademas, para realizar las mediciones de fluorescencia se utilizé un citémetro de
flujo modelo FACSCalibur que se encuentra ubicado en el Laboratorio de Estudios
Especializados y de Investigacién del Hospital Nacional de Nifios de Costa Rica, el
cual mide la intensidad de fluorescencia del Pl asociado al ADN, y que tiene una
longitud de onda de entre 515 y 545 nm. La excitacion del fluorocromo se hizo
mediante un laser de argbn con una longitud de onda de 488nm. Ademas, se
realizaron algunas modificaciones a dicho protocolo, que fueron establecidas
durante el proceso de optimizacion del método para trabajar con estas especies,

las cuales se describen a continuacion.

Inicialmente, se evaluaron dos tipos de buffer de extraccion para maximizar la
cantidad de nucleos celulares extraidos: 1) Buffer TRISOMgCl2 compuesto por
200mM de TRIS (tris-hidroximetil-aminometano 6 (HOCH2)sCNH2, 4 mM de
MgCl216H20, 0.5% (vol/vol) de Triton X-100, y pH de 7.0 ajustado con HCI 1M,
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filtrado a través de un filtro de 0.22 um y guardado a -20 °C y 2) Buffer Galbraith
compuesto por 45mM de MgClz, 20 mM de MOPS (Acido 3-(n-Morfolino)-
Propanosulfénico), 30 mM de citrato de Sodio, 0.1% (vol/vol) de Triton X-100, con
pH de 7.0 ajustado con NaOH 1M, filtrado a través de un filtro de 0.22 pym y
guardado a -20 °C en alicuotas de 10 ml.

Asimismo, se evaluaron diferentes cantidades de tejido foliar fresco de las plantas
del género Oryza y los hibridos durante las primeras mediciones para establecer la
cantidad que permitia obtener el mayor numero de nucleos celulares por muestra
y un pico de fluorescencia mejor definido. Es decir; que en el canal de intensidad
de fluorescencia correspondiente a los nucleos de la planta no se observe ninguna
interferencia por la fluorescencia correspondiente a otra molécula, desechos o
residuos celulares en el resultado. Las cantidades que se evaluaron fueron: 10mg,
20mg y 30 mg.

Durante este experimento, el buffer de extraccion se preparé el dia antes de la
medicion. Las muestras foliares frescas luego de ser picadas para la extraccion
de los nucleos celulares, fueron filtradas en alicuotas de 1 ml mediante un filtro de
nylon de 0.22 um. Luego de la filtracién, se midi6é el volumen total obtenido de la
alicuota y en base a esto, se le agregd una solucién de Pl a una concentracion de
1 mg/mL, para tedir el ADN de los nucleos celulares, hasta obtener una
concentracion final en la suspension de 50ug/mL. De la misma manera en base al
volumen total obtenido de la alicuota, se le agreg6 una solucién de ARNasa a una
concentracion de 1 mg/mL, hasta obtener una concentracion final en la suspensién

20 pg/mL, esto para descartar interferencias por tinciones de ARNSs.

Por otro lado, en esta investigacion se utilizo tejido foliar fresco de frijol (Phaseolus
vulgaris) en cada sesion de medicion, como control de calidad para la preparacion
de la muestra y de desempefio correcto de los ajustes y parametros del citdmetro.

En este caso, se evaluo para el control en cada medicion, el coeficiente de
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variacion del pico de fluorescencia de la poblacion G0/G1, como medida de
precision del equipo, con un valor aceptable menor o igual al 5%. Ello para evitar
mediciones basadas en datos con una variabilidad alta y obtener la razén del
canal de fluorescencia para el pico G2/M vs. GO/G1 en 2+5%, como una medida

aceptable de la respuesta lineal del instrumento a la fluorescencia.

Se eligi6 P. vulgaris debido a que de acuerdo a resultados obtenidos en
investigaciones anteriores los analisis con tejido de plantas de esta especie
presentan baja cantidad de residuos o desechos celulares y una cantidad de
nacleos considerable, con picos de intensidad fluorescencia bien definidos
(Ochatt, 2006). Por otro lado, ademas de la muestra de P. vulgaris, se utiliz6 como
estandar interno una muestra extra de una especie del género Oryza cuya
cantidad de ADN es conocida: O. grandiglumis, la cual presenta 1.0 pg de
ADN/nudcleo, segun la base de datos de Bennett y Leitch (2012), esto para
determinar el contenido de ADN por nucleo de los hibridos segun los resultados

del citbmetro de flujo.

Para establecer la cantidad de ADN por nucleo en las plantas hibridas, se trabaj6
con mezclas de muestras de tejido vegetal de los mismos junto a muestras de la
especie estandar O. grandiglumis. Para esto se mezclaron muestras de tejido
foliar de la planta de referencia y de la planta hibrida por analizar, y se procesoé la
mezcla como se detall6 anteriormente. Se analizaron diferentes proporciones de
mezcla tejido hibrido: tejido O. grandiglumis, respectivamente se evaluaron: 10mg:
20mg, 15mg: 15mg y 20mg: 10mg, esto para determinar la proporcién en la cual
se obtiene mayor cantidad de nucleos celulares por muestra y picos de intensidad
de fluorescencia mejor definidos y de tamafo similar para ambas especies, sin

desechos o residuos celulares que interfieran en los resultados.

Una vez obtenidas las condiciones experimentales con las que se obtuvieron

mejores resultados de acuerdo a las evaluaciones anteriores, para realizar la
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medicion de cantidad de nucleos se programoé el citdmetro de manera que la
suspension de la muestra fluyera a baja velocidad hasta adquirir al menos 400
eventos o nucleos celulares en el histograma que el citbmetro presenta como
resultado (intensidad fluorescencia del PI vs. cantidad de nucleos). Se utilizé el
software CellQuest para la adquisicion de datos en el citdmetro de flujo y se
ajusto la respuesta del fotomultiplicador de manera que el pico principal de la
muestra a medir se adquiriera en el canal 200 de fluorescencia en el histograma

para la intensidad de la fluorescencia de PI.

Un gréfico adicional que presenta la difraccion frontal del laser versus la difraccion
lateral se utilizd para separar las sefales especificas de los nucleos de interés de
los fragmentos o residuos celulares. Ademas, la escala del eje Y en el histograma
de conteo de nucleos se ajusté automaticamente de acuerdo a las cantidades
obtenidas en cada medicién (ver Anexos: Protocolo estandarizado: Citometria de

flujo en Arroz).

Finalmente, la cantidad de ADN por nucleo de las muestras analizadas se calcul6
utilizando los datos del canal de intensidad de fluorescencia de los nucleos
celulares para la especie O. grandiglumis y el determinado para los hibridos
O.glumaepatula-O.grandiglumis. Se realizaron 3 repeticiones de medicion de
nucleos para cada uno de los individuos, esto con el objetivo de calcular la Moda
(Mo) y el Rango (R) como una medida de dispersion de los datos mediante
Microsoft Excel 2007. Dado que el contenido de ADN por nucleo de O.
grandiglumis es conocido, este fue utilizado como un estandar en la estimacién

para los hibridos en estudio, como describe a continuacion:

Picogramos (pg) de ADN/nucleo celular en el hibrido (O.glumaepatula-O. grandiglumis) =

Canal de intensidad de fluorescencia del hibrido| X | Picogramos de ADN/ nucleo celular en
(O.glumaepatula-O.grandiglumis) O.grandiglumis (1.0 pg)

Canal de intensidad de fluorescencia de O. grandiglumis
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7. Resultados

7.1. Cruzamientos interespecificos artificiales entre O. glumaepatula y O.
sativa

De los 120 cruces realizados, 108 sobrevivieron al proceso de cultivo in vitro,
trasplante y crecimiento en invernadero. Especificamente se obtuvieron 68
hibridos a partir de los cruces entre O. glumaepatula y Puita Inta, en donde O.
glumaepatula fue la aceptora de polen y 21 hibridos de los cruces reciprocos entre
estas plantas. Ademas, se obtuvieron unicamente 4 hibridos a partir de los cruces
entre las especies O. glumaepatula y CFX-18, en donde O. glumaepatula fue la
receptora de polen y 15 hibridos de los cruces reciprocos entre estas plantas
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Cantidad total de cruces realizados y cantidad final de hibridos

obtenidos segun el tipo de cruce entre O. glumaepatula y las variedades

cultivadas.
Cantidad de cruces Cantidad final de hibridos
Tipo de cruce realizados obtenidos
0. glumaepatula x P. Inta 80 68
P. Inta x O. glumaepatula 40 21
0. glumaepatula x CFX-18 80 4
CFX-18 x O. glumaepatula 40 15
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7.2. Confirmacion molecular de la naturaleza hibrida de las plantas:

La calidad del ADN extraido para cada una de las muestras de los posibles
hibridos obtenidos y de las especies parentales fue adecuada y sin degradacion.
En la figura 1, se observan en un gel de agarosa al 1% bandas definidas y de alto
peso molecular del ADN total extraido de algunas de las diferentes muestras

analizadas.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa (1%) tefiidos con bromuro de etidio
para comprobar la calidad de un extracto de ADN total extraido de las siguientes
muestras: O. glumaepatula x CFX-18 (1-2), CFX-18 x O. glumaepatula (3-10), P.
Inta x O. glumaepatula (11-15), O. glumaepatula x P.Inta (16-18).
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Por otro lado, en las figuras 2 y 3 se presentan ejemplos de los geles de agarosa
al 2% en donde se muestran los productos de amplificacion de PCR utilizando
imprimadores alelo especificos para detectar la mutacion en el gen ALS, que
confiere resistencia a herbicidas del grupo de las imidazolinondas en las

variedades cultivadas Puita Inta y CFX-18.

Especificamente en la figura 2 se observa los productos de amplificacion de las
muestras de las posibles plantas hibridas a partir del cruce P.Inta x O.
glumaepatula, en los carriles 3 a 12. Estas plantas tienen una banda de 250 pb
similar a la del control positivo de la variedad P.Inta en el carril 2 y que esti
ausente los controles negativos O. glumaepatula y agua carriles 14 y 15
respectivamente. Asimismo, se observa que existen 2 muestras (carriles 7 y 8)
que no amplificaron el producto esperado y no presentan la banda descrita
anteriormente. Por lo que estas plantas no se consideran como hibridas para el
posterior analisis estadistico. En los carriles del 17 al 20 se presenta la
amplificacion de las muestras a partir de las plantas producto del cruce O.
glumaepatula x P. Inta, en este caso todas las muestras evaluadas presentaron
dicha banda. En el carril 16 no se montd ninguna muestra con el objetivo de

separar los tipos de cruce en el gel.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa (2%) tefiidos con bromuro de etidio
para detectar las bandas de los alelos del gen ALS en la posicion A122T para P.
Inta (2), hibridos P.Inta x O. glumaepatula (3-12) y O. glumaepatula x P. Inta (17-
20). Se indica el fragmento de control interno de las PCRs: alelo normal o silvestre
O. glumaepatula (14) y H20 (15).

Por otro lado, en la figura 3 se observa la amplificacién de las bandas que
establecen la mutacion en el gen ALS para las posibles plantas hibridas producto
del cruce entre O. glumaepatula x CFX-18 en los carriles 3 y 4, mientras que en
los carriles del 8 al 17 se presenta dicha amplificacién para los hibridos producto
del cruce CFX-18 x O. glumaepatula. En este caso, las muestras en los carriles 5,
6 y 7 presentaron una amplificacion inespecifica de dicha banda, esto debido a la
baja intensidad de las mismas, por lo que las plantas de donde se extrajeron estas
muestras tampoco se consideraron hibridas para el posterior andlisis estadistico.
Ademas, se indica el fragmento de control interno de las PCRs alelo normal (O.

glumaepatula) en el carril 19 y el control negativo (H20) en el carril 20.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa tefiidos con bromuro de etidio para
detectar las bandas de los alelos del gen ALS en la posicién Se3sD para CFX-18
(2), hibridos O. glumaepatula x CFX-18 (3-4) y CFX-18 x O. glumaepatula (5-17).
Se indica el fragmento de control interno de las PCRs: alelo normal o silvestre O.

glumaepatula (19) y H20 (20).

Con base en los resultados obtenidos en la amplificacién de los productos de PCR
de 250 pb que identifica la presencia de la mutacion del gen ALS se obtuvieron 65
hibridos producto del cruce O. glumaepatula x Puita Inta, 19 hibridos productos del
cruce Puita Inta x O. glumaepatula, 4 hibridos producto del cruce CFX-18 x O.

glumaepatula y 12 hibridos de los cruces reciprocos entre estas plantas.
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7.3. Evaluacion morfolégica de las plantas

Independientemente de la direccidon del cruce realizado, todas las plantas hibridas
obtenidas presentaron esterilidad durante el periodo reproductivo (ausencia de
anteras en espiguillas). Ademas, el periodo de floracién en los hibridos fue similar
al de las variedades comerciales P. Inta y CFX-18: 90 dias después de la

germinacion (5 dias).

Una vez establecida la naturaleza hibrida de los individuos, se compararon los
datos de los rasgos morfol6gicos para los individuos dependiendo de la direccién
mediante el analisis estadistico de la prueba t-student. Al comparar las variables
evaluadas en los hibridos entre O. glumaepatula y P. Inta, se determind que para
el numero de hojas, la altura, el numero de panicula, ramificaciones por panicula y
longitud de la ligula se evidencian diferencias significativas en estas
caracteristicas dependiendo de la direccion del cruce O. glumaepatula x Puita Inta
y Puita Inta x O. glumeapatula (Cuadro 2). Por lo tanto, para efecto de analisis

posteriores se consideraron como dos grupos de hibridos distintos.

Por otro lado, mediante la misma prueba t-student, se determind que no existe una
diferencia significativa entre los hibridos en cuanto a la direccion del cruce O.
glumaepatula x CFX-18 y CFX-18 x O. glumeapatula. Por lo tanto, los datos se
analizaron como un unico hibrido: CFX-18 x O.glumaepatula (cuadro 3). En la
figura 4 se presentan imagenes a medida de ejemplo de las plantas en
invernadero con las que se trabajé en esta investigacion y con las que se

obtuvieron los resultados antes mencionados.
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Cuadro 2. Valores de P segun la prueba t-student para la comparacién de medias

de los descriptores evaluados en los hibridos O.glumaepatula x Puita Inta y Puita

Inta x O.glumaepatula.

Descriptor Morfolégico Valor de P
NUm. de hojas 0.044*
Altura (cm) 0.001*
NUm. de brotes 0.122
NUm. de Paniculas 0.018*
Longitud de Panicula (cm) 0.145
NUm. de Ramificaciones 0.024*
NUm. de Granos 0.351
Longitud de Hoja Bandera (cm) 0.088
Ancho de Hoja bandera (cm) 0.056*
Longitud de la Ligula (cm) 0.031*

*P<0.05

Cuadro 3. Valores de P para los descriptores morfologicos evaluados segun la

prueba t-student realizada para los hibridos: O.glumaepatula x CFX-18 y CFX-18 x

O.glumaepatula.

Descriptor Morfolégico Valor de P
NUm. de hojas 0.297
Altura (cm) 0.215
NUm. de brotes 0.276
NUm. de Paniculas 0.449
Longitud de Panicula (cm) 0.494
NUm. de Ramificaciones 0.322
NUm. de Granos 0.107
Longitud de Hoja Bandera (cm) 0.064
Ancho de Hoja bandera (cm) 0.244
Longitud de la Ligula (cm) 0.213
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Figura. 4. Muestra de plantas en invernadero evaluadas en el experimento: (a)
Puita Inta, (b) hibrido O. glumaepatula x Puita Inta, (c) O. glumeapatula, (d) CFX-
18, (e) hibrido O. glumaepatula x CFX-18 y (f) O. glumeapatula.

En el cuadro 4 se muestra el valor promedio obtenido a los 90 dias para cada
caracter morfologico evaluado en los hibridos comparado con los promedio de las
lineas parentales: O. glumaepatula y P. Inta. En dicho cuadro se puede observar
ademas la desviacién estandar como un parametro de dispersion de los datos.
Para efectos de esta investigacion, el valor promedio se presenta como un “tipo”
de “indice de hibridacién” donde el valor del hibrido se puede comparar con los

valores promedio de las lineas parentales.
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Cuadro 4. Valores promedio y desviaciones estandar de las caracteristicas
morfolégicas evaluados a los 90 dias para O. glumapatula, Puita Inta y sus
respectivos hibridos: O.glumaepatula x Puita Inta y Puita Inta x O. glumaepatula.

0. glumaepatula Puita Inta O.glumaepatulaxP.Inta  P.IntaxO.glumaepatula
NUm. de Hojas 4.41 (+2.06) 4.16 (+2.24) 4.64 (+1.54) 4.43 (+1.91)
Altura (cm) 121.65 (+12.30)  89.89 (+18.24) 129.96 (+33.20) 120.09 (+17.64)
NUm. de Brotes 9.77 (+6.97) 8.18 (+5.31) 11.30 (+4.73) 9.76 (+1.79)
NUm. de Paniculas 4.30 (+1.63) 7.21 (+3.69) 6.42 (+2.76) 5.20 (+2.59)
Longitud Panicula (cm) 27.40 (£3.53) 21.86 (+1.74) 31.85 (+3.99) 32.58 (+1.88)
NUm. de Ramificaciones 10.50 (+1.88) 12.89 (+2.54) 12.32 (+2.32) 10.00 (+1.00)
NUm. de Granos 70.70 (+14.16)  74.89 (+12.66) 74.54 (+18.19) 73.40 (+14.99)
Longitud H. Bandera (cm) 23.21 (£5.30) 37.56 (£5.21) 36.12 (+8.56) 38.80 (+17.07)
Ancho H. Bandera (cm) 1.13 (+0.17) 1.53 (+0.16) 1.37 (+0.20) 1.40 (+0.16)
Longitud de la ligula (cm) 4.20 (+0.46) 2.00 (x0.46) 4.42 (+0.61) 3.83 (¥0.82)

La evaluacion morfologica de los materiales evidencia que el hibrido
O.glumeapatula-P. Inta, obtenido a partir del cruce en donde el aceptor de polen
fue O. glumaepatula, presentd los valores promedio mas altos en niumero de
hojas en el eje central (4.64), altura (129.96 cm) y longitud de la ligula (4.42 cm).

En comparacioén con los parentales.

Se observa ademés que la variedad comercial P. Inta presenta el mayor valor
promedio de numero de paniculas con 7.21 y ramificaciones por panicula con
12.8, mientras que la especie silvestre O. glumaepatula presenta el menor nimero
con 4.30. El hibrido P. Inta-O. glumaepatula, a partir del cruce en donde el aceptor
de polen fue P. Inta, presentd la menor cantidad de ramificaciones por panicula

con un promedio de 10.

Por otro lado, en el cuadro 5 se muestra el valor promedio obtenido a los 90 dias
para cada caracter morfolégico evaluado en las plantas de la especie O.
glumaepatula, la variedad comercial CFX-18 y los hibridos producto del cruce

entre estos, con sus respectivas desviaciones estandar.
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Cuadro 5. Valores promedio y desviaciones estandar de las caracteristicas
morfolégicas evaluadas a los 90 dias para CFX-18, O. glumaepatula y su
respectivo hibrido CFX-18 x O.glumaepatula

0. glumaepatula CFX-18 CFX-18 x O.glumaepatula
Num. de Hojas 4.41 (¥2.06) 5.60 (x0.78) 5.00 (x0.34)
Altura (cm) 121.65 (+12.30) 98.46 (+5.83) 134.13 (x13)
Num. de Brotes 9.77 (x6.97) 5.29 (£2.49) 8.75 (£4.75)
Num. de Paniculas 4.30 (x1.63) 5.54 (+1.54) 6.50 (+3.89)
Longitud Panicula (cm) 27.40 (£3.53) 22.47 (x2.80) 36.55 (+0.88)
Ndm. de Ramificaciones 10.50 (+1.88) 13.11 (x2.95) 13.00 (+0.35)
Num. de Granos 70.70 (x14.16)  72.17 (¥9.15) 77.00 (£7.78)
Longitud de la H. Bandera (cm) 23.21 (£5.30) 36.92 (£7.07) 39.65 (£3.15)
Ancho de la H. Bandera (cm) 1.13 (x0.17) 1.50 (x£0.18) 1.50 (x£0.04)
Longitud de la ligula (cm) 4.20 (£0.46) 1.53 (x0.37) 4.50 (£0.95)

En dicho cuadro se observa que la variedad comercial CFX-18 presenta el mayor
namero de hojas promedio en el eje central con 5.60. Mientras que, el hibrido
CFX-18 x O.glumaepatula presenta la mayor altura con un promedio de 134.13
cm, y el mayor nimero de paniculas con un promedio de 6.50. EI mayor numero
de brotes por planta por otro lado, lo presenta la especie silvestre O. glumaepatula

con un promedio de 9.77.

También se muestra como el hibrido CFX-18 x O.glumaepatula presenta los
mayores valores en longitud de la panicula (36.55 cm), cantidad de granos por
panicula (77) y longitud de la hoja bandera (39.65 cm). Este caso la mayor
cantidad de ramificaciones por panicula la presenta la variedad comercial CFX-18
con un promedio de 13.11, pero esta misma presenta la menor longitud de la ligula
con un promedio de 1.53 cm.
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Por otro lado, en el cuadro 6 se muestran los resultados del andlisis de varianza
(ANDEVA), en este caso se observa que los valores de P obtenidos para cada uno
de los descriptores morfolégicos evaluados son menores a 0.05, excepto para el
caracter numero de granos/espiguillas por panicula, por lo que por lo que se
rechaza la hipétesis nula y se confirma que existe una diferencia significativa entre
las poblaciones de la especie silvestre O. glumaepatula, las variedades

comerciales CFX-18 y Puita Inta y sus respectivos hibridos.

Cuadro 6. Analisis de varianza (g.| = 5/149) para los descriptores morfolégicos
evaluados en la especie silvestre O. glumaepatula, las variedades comerciales

CFX-18 y Puita Inta y sus respectivos hibridos.

Caracter morfolégico Valor F g.l Valor P
Num. de hojas 13.49 5/149 <0.0001*
Altura (cm) 32.11 5/149 <0.0001*
Num. de brotes 3.44 5/149 0.0058*
Num. de paniculas 4.66 5/149 0.0005*
Longitud de la panicula (cm) 31.59 5/149 <0.0001*
Num. de ramificaciones 3.67 5/149 0.0019*
Num. de granos/panicula 0.67 5/149 0.6454
Longitud de la hoja bandera (cm) 9.88 5/149 <0.0001*
Ancho de la hoja bandera (cm) 11.18 5/149 <0.0001*
Longitud de la ligula (cm) 13.77 5/149 <0.0001*

*P<0.05

En Anexos se presentan las figuras de cajas que muestran los promedios y las
varianzas de los valores obtenidos para los rasgos morfolégicos evaluados en la
especie silvestre O. glumaepatula, las variedades comerciales CFX-18 y Puita Inta
y sus respectivos hibridos, esto segun el ANDEVA. Ademas, en el caso de los
hibridos CFX-18 x O. glumaepatula, donde el nimero de muestra fue bajo, los
resultados en cuanto las diferencias encontradas segun la prueba Kruskal-Wallis

coincidieron con la prueba del ANDEVA.
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Una vez rechazada la hipotesis nula, a partir del ANDEVA se realiz6 el Analisis de
Contrastes para establecer especificamente entre cuales de estas poblaciones
existen diferencias significativas de acuerdo al rasgo morfologico evaluado. Los
valores promedio de los descriptores morfologicos evaluados a los 90 dias se
presentan en los cuadros 7, 8 y 9. En estos cuadros se exponen ademas los
valores obtenidos del estadistico F segun la distribucion de probabilidad. Los datos
identificados con un asterisco muestran los valores para los cuales se

determinaron diferencias estadisticamente significativas.

En el cuadro 7, se puede observar que el hibrido O.glumaepatula x Puita Inta
presenta diferencias significativas con la especie silvestre O.glumaepatula en
cuanto a los caracteres niamero de hojas del eje central, nimero de ramificaciones
por panicula y longitud de la hoja bandera, mientras que al comparar con la
variedad comercial P. Inta se encontraron diferencias significativas en los
caracteres altura, longitud de la panicula y longitud de la ligula. Para los demas
caracteres no se establecieron diferencias significativas de acuerdo al andlisis

realizado.

Por otro lado, en el cuadro 8 se observa que segun el andlisis estadistico, el
hibrido Puita Inta x O.glumaepatula presenta igualmente diferencias significativas
con O. glumaepatula en los caracteres numero de hojas y longitud de la hoja
bandera, mientras que dicho hibrido presenta diferencias significativas con la
variedad comercial P. Inta en los caracteres altura, nimero de brotes, nimero de
paniculas, longitud de la panicula y longitud de la ligula. Para los demas
caracteres no se establecieron diferencias significativas de acuerdo al analisis

realizado.

Finalmente, se establece en el cuadro 9 que el hibrido CFX-18 x O.glumaepatula
presenta diferencias significativas con la especie silvestre O.glumaepatula en

cuanto a los caracteres numero de paniculas por planta, longitud y ancho de la
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hoja bandera, mientras que este mismo hibrido presenta diferencias significativas

con la variedad comercial CFX-18 para los caracteres numero de hojas en el eje

central, altura, numero de brotes, longitud de la panicula y de la ligula. Para los

demas caracteres no se establecieron diferencias significativas de acuerdo al

andlisis realizado.

Cuadro 7. Valores promedio de los descriptores morfoldgicos evaluados a los 90

dias y valores del estadistico F respecto al Analisis de Contrates entre hibrido

O.glumaepatula x Puita Inta y sus progenitores

O.glumaepatulaxPuitalnta O. glumaepatula Valor F Puitalnta  Valor F
Num. de Hojas 4.64 441 8.44* 4.16 0.48
Altura (cm) 129.96 121.65 4.92 89.89 99.03*
NUm. de Brotes 11.30 9.77 1.79 8.18 4.16*
NUm. de Paniculas 6.42 4.30 14.6 7.21 1.10
Longitud Panicula (cm) 31.85 27.40 18.87 21.86 77.84*
NUm. de Ramificaciones 12.32 10.50 10.76* 12.89 0.44
NUm. de Granos 74.54 70.70 0.88 74.89 0.0028
Longitud de la H. Bandera (cm) 36.12 23.21 41.93* 37.56 0.55
Ancho de la H. Bandera (cm) 1.37 1.13 26.08 1.53 10.88
Longitud de la ligula (cm) 4.42 4.20 0.35 2.00 34.07*

* P<0.05

Cuadro 8. Valores promedio de los descriptores morfolégicos evaluados a los 90

dias y valores del estadistico F respecto al Analisis de Contrates entre el hibrido

Puita Inta x O.glumaepatula y sus progenitores

PuitalntaxO.glumaepatula O. glumaepatula Valor F  Puitalnta Valor F
Num. de Hojas 4.43 441 13.66* 4.16 2.95
Altura (cm) 120.09 121.65 0.13 89.89 44.01*
Num. de Brotes 9.76 9.77 0.12 8.18 1.06*
NUm. de Paniculas 5.20 4.30 141 7.21 6.10*
Longitud Panicula (cm) 32.58 27.40 6.89 21.86 48.54*
NUm. de Ramificaciones 10.00 10.50 1.32 12.89 4.19
NUm. de Granos 73.40 70.70 0.11 74.89 0.21
Longitud de la H. Bandera (cm) 38.80 23.21 16.21* 37.56 3.38
Ancho de la H. Bandera (cm) 1.40 1.13 7.60 1.53 16.70
Longitud de la ligula (cm) 3.83 4.20 0.71 2.00 14.83*

* P<0.05
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Cuadro 9. Valores promedio de los descriptores morfoldgicos evaluados a los 90
dias y valores del estadistico F respecto al Analisis de Contrastes entre el

hibridoCFX-18 x O.glumaepatula y sus progenitores

CFX-18 x O.glumaepatula O. glumaepatula Valor F CFX-18 Valor F
Num. de Hojas 5.00 441 1.85 5.60 18.57*
Altura (cm) 134.13 121.65 2.01 98.46  41.85*
Num. de Brotes 8.75 9.77 0.07 5.29 7.67*
NUm. de Paniculas 6.50 4.30 0.52* 5.54 0.79
Longitud Panicula (cm) 36.55 27.40 25.60 22.47  71.77*
NUm. de Ramificaciones 13.00 10.50 1.29 13.11 3.92
NUm. de Granos 77.00 70.70 4.21 72.17 2.83
Longitud de la H. Bandera (cm) 39.65 23.21 12.45* 36.92 2.50
Ancho de la H. Bandera (cm) 1.50 1.13 32.59* 1.50 0.01
Longitud de la ligula (cm) 4.50 4.20 0.63 1.53 26.28*
* P<0.05

Mediante el Analisis de Contrastes, se determiné las variables morfoldgicas para
las cuales los hibridos presentaron valores similares o no a alguno de sus
parentales. Cabe sefalar que, no se observo un resultado constante, es decir en
un mismo hibrido algunos rasgos se parecen mas al progenitor silvestre y otros a
la variedad cultivada. Los resultados de este analisis se muestran en el cuadro 8.

En el caso en que difiriera de ambos, se consideré un caracter intermedio si el
valor promedio del rasgo estaba entre los valores promedio obtenidos para cada
uno de los parentales. Por el contrario, en aquellos casos donde el rasgo difiri6 de
ambos pero el valor promedio fue mayor o menor al de lineas parentales, se

denomind un rasgo debido a Heterosis.

Los resultados del cuadro 10 indican el progenitor al que se asemeja el hibrido
para cada caracteristica evaluada. En términos generales e independientemente
del tipo o direccion del cruce a partir del cual se obtuvieron dichos hibridos, para
los caracteres altura, longitud de la panicula y longitud de la ligula los hibridos
fueron similares a los obtenidos para la especie silvestre O. glumaepatula. Por el
contrario, la longitud de la hoja bandera siempre fue similar a las variedades

comerciales.
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Cuadro 10. Similitud de los hibridos con los parentales para cada uno de los

caracteres morfolégicos evaluados de acuerdo al Analisis de Contrastes

0. glumaepatulaxPuitalnta PuitalntaxO.glumaepatula O.glumaepatulaxCFX-18

NuUmero hojas del eje central Puita Inta Puita Inta O.glumaepatula
Altura (cm) O. glumaepatula O. glumaepatula O.glumaepatula
NUm. Brotes Intermedio 0. glumaepatula O.glumaepatula
NUm. Paniculas Intermedio O. glumaepatula CFX-18
Longitud Panicula (cm) O. glumaepatula 0. glumaepatula O.glumaepatula
Num. Ramificaciones Puita Inta Heterosis Intermedio
NUm. Granos Intermedio Intermedio Heterosis
Longitud de la H. Bandera (cm) Puita Inta Puita Inta CFX-18
Ancho de la H. Bandera (cm) Intermedio Intermedio CFX-18
Longitud de la ligula (cm) O. glumaepatula 0. glumaepatula 0O.glumaepatula

Ademas, se determin6é que el hibrido obtenido a partir del cruce en el que O.
glumaepatula fue la aceptora de polen y P. Inta la donadora se asemeja en altura,
namero de brotes, longitud de la panicula y longitud de la ligulas a la planta madre
O. glumaepatula. Mientras que, para los caracteres numero de hojas del eje
central, y de ramificaciones de la panicula asi como longitud de la hoja bandera,
fueron similares a los obtenidos en la variedad comercial P. Inta. Para los demas

caracteres este hibrido presenté valores intermedios entre ambos progenitores.

Un resultado similar se obtiene, con el hibrido obtenido a partir del cruce reciproco
en el cual la variedad comercial fue la aceptora de polen y la especie silvestre O.
glumaepatula la donadora. Las caracteristicas altura, longitud de la panicula y de
ligula asi como numero de brotes por planta, nimero de paniculas por planta,
fueron similares a los obtenidos en la especie silvestre O. glumaepatula, mientras
gue para los caracteres nimero de hojas del eje central y longitud de la hoja
bandera, los valores promedio en dicho hibrido fueron similares a los obtenidos

para la variedad comercial P. Inta.
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Por otro lado, como se observa en el cuadro 10, el hibrido P. Inta x O.
glumaepatula para el caracter numero de ramificaciones por panicula presentd
mayores valores respecto a sus parentales, este fenbmeno se define como
heterosis o capacidad de la descendencia hibrida para superar a sus progenitores
en caracteristicas fenoldgicas de crecimiento y rendimiento, esta capacidad resulta
de la interaccién de varios factores moleculares independientes con efectos en la
expresion morfolégica de los individuos y de la interaccion propia de los genes
aportados por los progenitores (Gaytdn & Mayek, 2010, Kirk et al., 2004). Para los

demas caracteres este hibrido presento valores intermedios.

Finalmente con este analisis se determiné que el hibrido obtenido a partir del
cruce entre la especie silvestre O. glumaepatula y la variedad comercial CFX-18
presento valores promedio para las caracteristicas altura, longitud de la panicula y
de la ligula ademéas del nimero de hojas del eje central y el nimero de brotes,
similares a los obtenidos para la especie silvestre O. glumaepatula. Las
caracteristicas de numero de paniculas por planta, longitud y ancho de la hoja

bandera fueron morfol6gicamente similares a la variedad comercial CFX-18.

Sin embargo, como se observa en el cuadro 10, el hibrido CFX-18-O.glumaepatula
presentd heterosis para el caracter nimero de granos por panicula, superando a
ambos progenitores. Para los demas caracteres, en este caso numero de
ramificaciones y de granos por panicula, presentaron valores intermedios entre

ambos progenitores.
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7.4. Determinacion del contenido de ADN de las plantas identificadas como
hibridos producto del cruce entre O. glumaepatula y O. grandiglumis

mediante Citometria de Flujo

Para realizar la determinacion del contenido de ADN por ndcleo en las plantas de
este estudio, fue necesario primero determinar las condiciones experimentales
para obtener resultados apropiados. Por lo tanto, se realizaron pruebas
preliminares para comparar el resultado que se obtiene con diferentes buffers de
extraccidon, asi como la cantidad de tejido que maximiza la sefial observada, y
minimiza el ruido debido a la contaminacion con fragmentos celulares. Un
resultado se considera apropiado cuando se pueden medir al menos 5000 nucleos
de una muestra determinada, y el coeficiente de variacion a la mitad de la altura

del pico para los nucleos en la fase GO/G1 del ciclo celular es menor al 5%.

Para comenzar, se compararon dos soluciones amortiguadoras para realizar la
extraccion de nucleos. Los buffers comparados fueron el buffer Tris.MgClz y el
buffer de Galbraith con 15 mg de tejido foliar fresco de las plantas O.
glumaepatula, O. grandiglumis y sus respectivos hibridos. Al comparar los
resultados obtenidos para ambas soluciones amortiguadoras, se observa un Unico
pico de fluorescencia que corresponde a células en la fase GO/G1 del ciclo
celular, como se muestra en la figura 5. Esta sefial se separa de manera
apropiada del ruido de fondo en ambos casos. Sin embargo, la cantidad de
nucleos que fue posible medir con el buffer Galbraith fue mayor que con el buffer
Tris.MgCl2, especificamente por encima de los 200 eventos, para las cuatro
repeticiones realizadas durante el experimento, por lo que se decidi6 continuar

utilizando esta disolucion para los siguientes analisis.
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Figura 5. Histograma de intensidad de fluorescencia del Pl para muestras de tejido
foliar de O.glumaepatula de acuerdo al tipo buffer de extraccion evaluado y segun
el nUmero de eventos o ndcleos obtenidos: TRIS (a) (Me: 179, R: 35) y Galbraith

(b) (Me: 474, R: 36) Yy representativo de 4 repeticiones realizadas para cada uno.

A continuacién, se determiné cudl es la cantidad de tejido foliar que brinda
resultados éptimos. Es decir, la cantidad de tejido que permite medir un niamero
méaximo de nucleos y con la cual se observa un ruido minimo por fluorescencia de
otros residuos celulares. Para esto se compararon 10mg, 20mg, 30mg, 40mg vy
50mg de tejido vegetal con el buffer de Galbraith. Se obtuvieron los resultados que
se muestran en la figura 6 y se concluye que la cantidad 6ptima de tejido es 30
mg, ya que con esta cantidad se obtiene un mayor numero de nudcleos. Por otro
lado, la intensidad de los picos inespecificos (ruido) es aceptable cuando se
utilizan cantidades menores a 30 mg por muestra. En cambio, al utilizar cantidades
mayores, disminuye el rendimiento de ndcleos y aumenta la intensidad de los

picos no especificos.
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O.glumaepatula de acuerdo a la cantidad de tejido vegetal evaluado y segun el
namero de eventos o nucleos obtenidos: (a) 10 mg (Me: 479.5, R: 65), (b) 20 mg
(Me: 497.5, R: 101), (c) 30 mg (Me: 574, R: 154), (d) 40 mg (Me: 367, R: 160), (e)
50 mg (Me: 418.5, R: 57) y representativo a dos repeticiones realizadas para cada

uno.
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Para realizar la comparacion de la cantidad de ADN por ndcleo entre dos plantas
utilizando la técnica de citometria de flujo, fue necesario realizar un analisis de una
muestra que consisti6 en una mezcla de ambos tejidos vegetales, que se
prepararon y procesaron juntos. Esto con el proposito de que ambos tipos de
ndcleo se encontraran en condiciones idénticas, y por lo tanto la Unica diferencia
en la intensidad de la fluorescencia que se observara se deberia a la cantidad de
ADN en el nucleo. En trabajos previos se ha documentado que diferencias en la
concentracion de diferentes metabolitos, como por ejemplo los polifenoles, puede
afectar la intensidad de la fluorescencia del PI, e incluso inhibirla completamente
(Dolezel & Bartos, 2005).

Cuando se hace un analisis de una mezcla de tejidos foliares, se busca que la
intensidad de los picos de ambas muestras sea comparable. Por lo tanto, se
estandariz6 el protocolo utilizando diferentes proporciones de las mezclas de los
tejidos vegetales: estandar (O. grandiglumis) e hibrido (O. glumaepatula- O.
grandiglumis) y se determiné que con una proporcion 15mg: 15mg de cada uno de
estos tejidos se obtienen la mayor cantidad de ndcleos para ambos, ademas de
una baja deteccion de desechos celulares como se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Histograma de intensidad de fluorescencia del PI para las mezclas de
tejidos vegetales del estandar O. grandiglumis con el hibrido (O. glumaepatula- O.
grandiglumis), de acuerdo a las diferentes proporciones evaluadas y segun el
namero de eventos o nucleos obtenidos: (a) 10mg: 20mg (Me: 342, R: 230 y Me:
204, R: 54), (b) 15mg: 15mg (Me: 407.5, R: 99 y Me: 207.5, R: 47), (c) 20mg:
10mg (Me: 378, R: 84 y Me: 220.5 , R: 71) y representativo de dos repeticiones

realizadas para cada uno.
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Por ultimo, dentro del trabajo de rutina con el citbmetro de flujo, fue necesario
utilizar un control para asegurar el desempefio apropiado del equipo. Para esto, se
utilizo tejido foliar de frijol (Phaseolus vulgaris), cuyo histograma se ilustra en la
figura 8. Esta muestra se inyectd en el equipo en todas las sesiones de trabajo,
con el fin de confirmar que el coeficiente de variacion del pico GO/G1 se
encontrara por debajo del 5%, lo cual indica que la estabilidad de la sefal es
apropiada. Adicionalmente, se calcul6 la razon de las intensidades de los picos
G2/(G0/G1), la cual debi6 ser de 2+5% como se describié en la metodologia. Esta
razén de intensidades fue un control de calidad importante para este trabajo, ya
que permitid confirmar que la respuesta del equipo a la fluorescencia es lineal.
Una razon de 2 es consecuencia de que la cantidad de ADN por nucleo se duplica
durante el ciclo celular. El resto de muestras de una sesioén de trabajo se midio

Unicamente si se cumplen estos requisitos en la muestra de control.
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Figura 8. Histograma de intensidad de fluorescencia del Pl para Phaseolus
vulgaris segun el nimero de eventos o nucleos obtenidos y representativo de 20
repeticiones (Me: 1852, R: 2351).
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Una vez establecidos el tipo buffer y la cantidad de tejido vegetal con los que se
lograron obtener una cuantificacibn minima de 400 nucleos, con picos de
fluorescencia bien definidos y con una baja cuantificacion de residuos celulares, se
procedié a determinar la planta mas apropiada para utilizar como un estandar en
la cuantificacion de la cantidad de ADN por nucleo en las plantas hibridas. En
este caso, las alternativas disponibles fueron O.glumaepatula que posee 0.5 pg de
ADN/nucleo y O. grandiglumis que posee 1.0 pg de ADN/nucleo segun la base de
datos de Bennett & Leitch (2012).

Ademas de la planta estdndar, se midi6 el hibrido (O.glumaepatula-O.
grandiglumis), con el fin de confirmar que el equipo tiene la resolucidon necesaria
para distinguir las sefiales obtenidas. Los resultados obtenidos se muestran en la
figura 9. Se observa que en las condiciones descritas para esta investigacion, la
emision de nucleos de O. glumaepatula segun la intensidad de fluorescencia de Pl
se detecta aproximadamente en el canal 200; los nucleos obtenidos de O.
grandiglumis se detectan aproximadamente en el canal 600, y los nucleos del
hibrido (O. glumaepatula- O. grandiglumis) aproximadamente en el canal 390 de

fluorescencia.
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Figura 9. Histograma de intensidad de fluorescencia del Pl para las muestras de
las plantas evaluadas y segun el numero de eventos o0 nucleos obtenidos:
O.glumaepatula (a) (Me: 447, R: 414), Hibrido (O.glumaepatula-O. grandiglumis)
(b) (Me: 1041, R: 2335) y O. grandiglumis (c) (Me: 729, R: 2805), representativos
de 11 repeticiones para O. glumaepatula y 19 repeticiones para las demas

muestras.
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De acuerdo a los resultados que se muestran en la figura 9 y tomando en cuenta
qgue las condiciones en las que se midieron las tres muestras fueron idénticas, se
establecio que la posicion del pico de fluorescencia permite comparar la cantidad
de ADN por nucleo entre estas. Por lo tanto, se concluyé que es mas apropiado
utilizar O. grandiglumis como estandar en la determinacion de la cantidad de ADN
por nucleo en el hibrido (O.glumaepatula-O. grandiglumis). Esto porque, a pesar de
que se obtiene una buena sefial de fluorescencia para O. glumaepatula, el hecho
de que esta planta tenga una menor cantidad de ADN por ndcleo provoca que en
algunas muestras esta sefal se mezcle con la de fragmentos o residuos celulares,

gue se detectan cercanos a esta region.

En la figura 10 se comparan las mediciones obtenidas para mezclas de ambas
plantas, O. grandiglumis (estandar) con el hibrido O.glumaepatula-O. grandiglumis y
se puede apreciar que los picos de intensidad de fluorescencia se distinguen con
mayor facilidad del ruido de fondo cuando se utiliza O.grandiglumis como estandar
(figura 10b). Estos resultados no se pueden comparar directamente con los que se
muestran en la figura 9, ya que las condiciones del equipo se ajustaron de manera

que el pico de menor intensidad se ubique en un canal cercano a 200.
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Figura 10. Histograma de intensidad de fluorescencia del Pl para las mezclas de
tejido foliar y segun el numero de eventos o ndcleos obtenidos: (a) O.
glumaepatula + Hibrido (O.glumaepatula-O. grandiglumis) (Me: 262, R: 161 y Me:
184, R: 46) y (b) O. grandiglumis + Hibrido (O.glumaepatula-O. grandiglumis) (Me:
1005.5, R: 2128 y Me: 268.5, R: 253) y representativo de 7 y 26 repeticiones

realizadas para cada una respectivamente.
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En total se realizaron 106 mediciones de muestras en suspension de tejido foliar
de las plantas en estudio y sus respectivas mezclas en el citbmetro de flujo. De
acuerdo con el criterio de calidad previamente establecido, s6lo se tomaron en
cuenta mediciones en las que se obtuvo un minimo de 400 eventos y el coeficiente
de variacion del pico del hibrido menor a un 5%. Por lo tanto, se descartaron un
total de 98 mediciones. Con base en esta seleccion y utlizando la formula
presentada en la metodologia, se logré establecer que la cantidad de ADN por
ndcleo celular para el hibrido O.glumaepatula - O. grandiglumis en promedio es de
0.73 picogramos (SD: 0.02). En comparacion, O. grandiglumis presenta 1.0
picogramos de ADN/nucleo y O. glumaepatula 0.50 picogramos de ADN/nucleo
(Bennett y Leitch, 2014). Los resultados de las 8 muestras seleccionadas se

resumen en el cuadro 11.

Cuadro 11. Picogramos de ADN por ndcleo celular para el hibrido
O.glumaepatula- O. grandiglumis segun los canales de florescencia del citbmetro

de flujo y segun la mezcla O. grandiglumis + Hibrido.

Mezcla O.grandiglumis+Hibrido (O. Nggllgis Nggllgis CV GO/GL CV GO/G1 gg/nél gg/”gi pg ADN/
glumaepatula-O. grandiglumis) (O.grandi)  (Hib) (O.grandi)  (Hib) (O.grandi)  (Hib) ndcleo
1 1031 1003 4.09 3.44 404 577 0.70
2 980 791 4.20 3.38 404 540 0.75
3 1076 641 4.68 3.98 348 476 0.73
4 1077 942 4.63 3.54 332 450 0.74
5 578 394 4.79 3.91 349 480 0.73
6 1270 633 3.60 3.08 396 543 0.73
7 900 1503 3.45 4.00 370 490 0.76
8 ‘ 409 590 2.04 3.27 428 594 0.72
Promedio ‘ 0.73

GO0/G1 (Hib): Resultados segun intensidad de fluorescencia para el hibrido O.glumaepatula - O. grandiglumis.
GO0/G1 (O. grandi): Resultados segun intensidad de fluorescencia para O. grandiglumis.
CV: Coeficiente de Variacion
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8. Discusién

Los resultados de esta investigacion en cuanto a la hibridacion de la especie
silvestre O. glumaepatula con las variedades de arroz comerciales coinciden con
lo descrito por Acevedo et al (2006), quien describe que el género Oryza cuenta
con una gran variedad de especies silvestres alrededor del mundo y éstas pueden
cruzarse con la especie cultivada O. sativa. En este trabajo se ha determinado
especificamente que la especie O. glumaepatula produce mayor cantidad de
hibridos al combinarse con la variedad de arroz cultivada P. Inta, ya que se
obtuvieron 89 hibridos a partir de 120 cruces, esto en comparacién con la variedad

CFX-18, en donde se obtuvieron solamente 19 hibridos a partir de 120 cruces.

Por otro lado, para analizar los resultados en cuanto al fenotipo de las plantas
hibridas, es necesario tener en cuenta que el arroz posee dos etapas de
crecimiento: la fase vegetativa, que incluye la germinacion de la semilla, la
produccion de hojas, la produccion de brotes y el crecimiento en altura, ademas de
la fase reproductiva, que incluye la floracion, polinizacién y la fase de produccion
de semillas. En la naturaleza, el crecimiento de las plantas de arroz en su fase
vegetativa es importante para asegurarse una reproduccion exitosa en cuanto a la
dispersién de semillas. Por el contrario en el caso de las variedades comerciales,
estas han sido mejoradas para presentar una madurez temprana y poca altura
(Beighley, 2008).

Esta caracteristica morfolégica explica que las variedades CFX-18 y Puita Inta
fueran considerablemente mas pequeiflas que la especie silvestre O.
glumaepatula. En el caso de los hibridos, estos también presentaron alturas
mayores, lo que podria deberse a un efecto materno de dominancia o al efecto del
vigor hibrido. Este dltimo, segun describe Chen (2010), es el proceso genético y
de reguladores moleculares por el cual los individuos obtenidos a partir de cruces

entre diferentes especies presentan un mayor vigor en crecimiento.
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Un resultado similar también fue encontrado por Kanya et al (2012), quienes
hibridaron una especie silvestre de Oryza africana (O. longistaminata) con una
variedad comercial (O. sativa). A partir de este tipo de cruces, una vez maduras
las plantas de arroz, la especie silvestre y los respectivos hibridos presentaron

mayor altura en relacién con las variedades comerciales.

Por otro lado, como se describio en los resultados, la floracion de los hibridos fue
temprana, similar a las variedades cultivadas que han sido sujetas a mejoramiento
para una produccion rapida (Beighley, 2008), y no anual como en el caso de O.
glumaepatula. Kanya et al (2012) también obtuvieron estos resultados en su
investigacion y proponen que este caracter en los descendientes hibridos se debe
a que tienen un genoma compuesto por genes de ambos padres y que la

expresion de cada caracter es determinada por dominancia.

Por otro lado, Jung et al. (2009) describen que el proceso de floracién en plantas
estd determinado por sistemas regulatorios de interacciones genéticas y
moleculares que responden a factores exégenos o enddgenos, tales como
vernalizacion, fotoperiodo, giberelinas, ritmo circadiano y respuestas autonomas
propias de los individuos. En este sentido, Wei et al. (2010) afirman que en el
proceso de hibridacién de arroz, se recombinan loci encargados de rasgos como
floracion y los genes involucrados se expresan dependiendo de sistemas de
regulacion genéticas tales como supresion de genes y efecto pleiotropico, lo cual

podria explicar los resultados obtenidos en esta investigacion.

En cuanto a la cantidad de hojas, se ha determinado que en especies vegetales
este caracter depende de factores biologicos como la variedad o tipo de planta y
de factores ambientales como el estado nutricional, la humedad del suelo, la
época, el método de siembra y la altura de la regién (Beighley, 2008). Durante
este experimento todas las plantas crecieron en iguales condiciones ambientales,

por lo tanto se puede afirmar que la variedad comercial CFX-18 presenta mayor
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cantidad de hojas en el eje central en relacion a Puita Inta, los hibridos y la
especie silvestre O. glumaepatula. Esta diferencia se podria deber a que las
variedades comerciales ha sido sujeto de mejoramiento genético, con la finalidad
de obtener mayor area foliar que asegure una alta produccion de granos
(Beighley, 2008).

Para los caracteres longitud de la hoja bandera y niumero de espiguillas o granos
por panicula, en todos los hibridos independientemente de la direccion del cruce
los valores fueron similares a los encontrados en los parentales comerciales. En
relacion a esto, Barari et al (2009) sefala que la hoja bandera tiene un efecto
importante en la produccion de granos en el arroz, ya que este caracter se
presenta en funcion de los productos de la fotosintesis, por lo tanto una
disposicion o6ptima de la hoja bandera puede aumentar la eficiencia de la
produccién. Esta afirmacion podria relacionarse con los resultados obtenidos, en
donde los hibridos y las variedades comerciales presentan los mayores valores
con respecto a la longitud de la hoja bandera 'y también presentan mayor cantidad

de espiguillas por panicula en relacidn a la especie silvestre O. glumaepatula.

Ademas, para el caracter longitud de la hoja bandera en plantas de arroz,
Moldenhauer & Slaton (2011), describen que este se correlaciona positivamente
con la longitud de la panicula y su desarrollo se presenta a inicio de la etapa
reproductiva. Ademas, Amela et al. (2008) estudiaron hibridos a partir de cruces
de variedades de arroz con diferentes tamafios de paniculas, y encontraron que la
variacion de este caracter se debe principalmente a efectos maternos dominantes
en la descendencia hibrida. Los resultados obtenidos indican que los hibridos y la
especie silvestre O. glumaepatula presentan los mayores valores de longitud de la

hoja bandera y longitud de la panicula.

En cuanto al numero de brotes, al igual que en el caso del caracter altura, los

hibridos independientemente de la direccion del cruce, presentan similitud con
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O. glumaepatula y no con las variedades comerciales. Este resultado podria
relacionarse con lo descrito por Alam et al (2009) en su estudio de macollaje con
plantas de arroz hibridas producto del cruces entre individuos de ascendencia
comun o endogamicos, los cuales indican que en algunos casos el estado del
suelo influye en la cantidad de brotes por planta, sin embargo en otros casos esto
varia dependiendo de la variedad y la etapa de crecimiento de la misma. En esta
investigacion todas las plantas crecieron en iguales condiciones de suelo y
durante el mismo periodo del afio, por lo que se concluye que los resultados
obtenidos se deben al fenotipo de plantas estudiadas, a su cruzamiento y al efecto

materno de dominancia en sus hibridos.

Por otro lado, en cuanto a la cantidad de paniculas por planta, Beighley (2008) en
su andlisis sobre el crecimiento vegetativo y fase reproductiva de las plantas de
arroz, describe que este caracter depende directamente del nimero de brotes por
planta y que ademas, una vez que la planta entra en la fase reproductiva deja de
producir brotes. Esta afirmacion se puede correlacionar con los resultados
obtenidos en esta investigacion, en donde la variedad P. Inta presenté la mayor
cantidad de paniculas con un promedio de 7.21 por individuo, mientras que su
respectivo hibrido O. glumaepatula x Puita Inta presenté la mayor cantidad de
brotes, 11.30 en promedio. Este resultado evidencia un efecto materno de
dominancia en la descendencia hibrida. Por el contrario, CFX-18 present6 la
menor cantidad de paniculas y de brotes, 554 y 5.29 en promedio

respectivamente.

Adicionalmente, Young-Jun et al. (2012), estudio el desarrollo de las paniculas en
variedades de arroz a diferentes temperaturas y describe que caracteres como el
sistema de ramificaciones de las paniculas en el arroz son de gran importancia
porque determinan la cantidad de granos por panicula en una correlacién positiva,
sin embargo en un ambiente controlado este caracter varia segun la variedad en

estudio. Esta correlacion entre las ramificaciones y el niumero de granos coincide
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con los resultados reportados en esta investigacion, en donde las variedades
comerciales y sus respectivos hibridos presentaron los mayores valores en cuanto
al numero de ramificaciones y la cantidad de granos u espiguillas por panicula,
evidenciando un efecto materno de dominancia para este caracter en la
descendencia hibrida, esto tomando en cuenta que el ambiente era el mismo para

todas las plantas.

Cabe sefialar ademas que los resultados del nUmero de granos para las especies
parentales o cantidad de espiguillas para la descendencia hibrida por panicula,
dependen de muchos factores también descritos por Beighley (2008) tales como la
estacién en gque surgio la panicula, las condiciones ambientales en que crecio la
planta, las condiciones nutricionales del suelo y el estado fisico propio de la planta.
En este caso, los hibridos de ambas variedades comerciales presentaron mayor
namero de espiguillas en relacién a sus progenitores, sin embargo las condiciones
para todas las plantas fueron las mismas, por lo que se podria afirmar que esta
diferencia se debe a su propio fenotipo, esto como resultado del vigor hibrido y no

efectos maternos de dominancia.

En cuanto a la esterilidad descrita en esta investigacion para los hibridos
obtenidos de arroz, Caicedo (2008) describe que este resultado se presenta
también en cruces de variedades comerciales con otras especies silvestres
alrededor del mundo. Ademas, indica que este tipo de resultados se deben a que
en algunos de los experimentos llevados a cabo existe un desconocimiento en
cuanto a la incompatibilidad genética de las poblaciones en estudio. Sin embargo,
Caicedo (2008) afirma también que en otros casos se ha logrado transferir
caracteristicas de las especies silvestres al arroz cultivado en la descendencia
hibrida, sobre todo entre especies con genomas similares, en donde ha sido
necesario realizar dos y hasta tres retrocruces para recuperar la fertilidad de los

individuos.
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Por otro lado, la citometria de flujo analiza la intensidad relativa de fluorescencia
segun el contenido relativo de ADN nuclear, por lo tanto el tamafio del genoma de
una muestra desconocida puede determinarse mediante una comparacion de los
picos de intensidad de fluorescencia de nucleos celulares de una muestra
estandar de referencia y cuyo tamafio de genoma es conocido (Dolezel & Bartos,
2005). Estudios de este tipo han sido particularmente importantes en las areas de
la taxonomia y la biosistematica (Loureiro, 2009). En esta investigacion, una vez
que estandarizé el protocolo, se detectdé un canal de intensidad de fluorescencia
mayor para la especie tetraploide, seguido del hibrido, y por ultimo la especie

diploide O. glumaepatula, la que contiene la menor cantidad de ADN.

Este resultado permitié cuantificar el contenido de ADN por nucleo del hibrido el
cual es de 0.73+-0.02 pg que resulté ser intermedio en comparacion con el de O.
glumaepatula 0.50 pg y del grandi 1.0 pg segun Bennett y Leitch (2014). Lo cual
es relevante para efectos de la confirmacién de la naturaleza del hibrido ubicado
en el Humedal del Rio Medio Queso que hasta la fecha habia sido caracterizado

Gnicamente por morfologia (Zamora et al, 2003).

Asi mismo, la validez de la técnica de citometria de flujo para comparar
accesiones de una misma especie o que estén estrechamente relacionadas
(Emeshwiller, 2002) se confirma con los resultados obtenidos, por cuanto fue
posible la diferenciaciéon del hibrido O. glumaepatula-O.grandiglumis respecto al
parental O. grandiglumis (CCDD) a pesar de pertenecer al mismo género. En
contraposicion, esta técnica se limita para especies que presenten contenidos de
ADN por nucleo similares, como en el caso de O. glumaepatula y O. sativa en los
que se reporta que la cantidad de ADN contenida dentro de un juego haploide de
cromosomas es de 0.49 (£0.03) pg y 0.46 (x0.05) pg respectivamente
(Miyabayashi, 2007).
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9. Conclusiones

. Se determind la morfologia de hibridos que puedan surgir de un eventual
cruce entre la especie de arroz silvestre costarricense Oryza glumaepatula
con el arroz cultivado Oryza sativa y el efecto materno de dominancia o de

vigor hibrido en los mismos.

. Se obtuvieron datos que podran ser utilizados en investigaciones futuras
para la identificacion morfoldgica de dichos hibridos en zonas donde estas
dos poblaciones pueden llegar a converger, como en el caso de la
peninsula de Santa Elena, en Guanacaste y del rio Medio Queso en Los
Chiles de Alajuela.

. Se observé que los hibridos mostraron mayor altura, longitud de la panicula
y de la hoja bandera que sus parentales, lo que podria relacionarse con un

incremento en el crecimiento y eficiencia reproductiva en los hibridos.

. Se estableci6 un procedimiento molecular de citometria de flujo para

identificacion de individuos del género Oryza.

. Se diferenciaron las especies silvestres O. glumaepatula (AA) vy
O.grandiglumis (CCDD), asi como el hibrido natural entre ellas,
cuantificando y comparando sus contenidos de ADN nuclear mediante la

Citometria de Flujo.
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10. Recomendaciones

Medir otros caracteres que puedan tener relevancia biolégica o agronémica
en la descendencia hibrida, tales como: largo y ancho del grano, peso del
grano, textura y color de la planta, ademas de habito de crecimiento de los

brotes (abierto o erguido).

Realizar retrocruces utilizando los hibridos como aceptores de polen y
evaluar varias generaciones, esto con el objetivo de establecer la

probabilidad de recuperar la fertilidad en alguna linea hibrida.

Estudiar el desarrollo y comportamiento morfolégico de los hibridos en el
campo, en un area controlada y establecer pruebas de competencia entre

los hibridos y los parentales.

Evaluar otros procedimientos de extraccion de nucleos celulares a partir de
muestras foliares de gramineas, tanto mecanicos como bioquimicos, o usar
otros buffers de extraccion para aumentar la cantidad de eventos y

disminuir el coeficiente de variacion.

Establecer el tamafio del genoma nuclear de los hibridos O. glumaepatula-
O. grandiglumis mediante otra técnica de analisis molecular como un

conteo de cromosomas nucleares o cariotipo.

Utilizar los caracteres altura, longitud de la panicula y de la hoja bandera
como marcadores morfolégicos en la caracterizacion de individuos producto
del cruce entre variedades de arroz cultivado (O. sativa) y la especie

silvestre O. glumaepatula en programas de mejoramiento genético.
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Anexo 1

Gréficos de cajas segun Analisis de Varianza (ANDEVA) para las plantas del
género Oryza evaluadas usando el programa JMP 2007:
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Figura 1. Numero de hojas del eje principal a los 90 dias de crecimiento para los hibridos
de los cruces, retrocruces y sus progenitores (F = 13.49 ; gl = 5/149 ; P<0.0001).
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Figura 2. Altura (cm) a los 90 dias de crecimiento para los hibridos de los cruces,
retrocruces y sus progenitores (F =32.11 ; gl = 5/149 ; P<0.0001).
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Figura 8. Longitud de la hoja bandera a los 90 dias de crecimiento para los hibridos de
los cruces, retrocruces y sus progenitores (F = 9.88 ; gl = 5/149 ; P<.0001).
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Figura 9. Acho de la hoja bandera a los 90 dias de crecimiento para los hibridos de los
cruces, retrocruces Yy sus progenitores (F = 11.18 ; gl = 5/149 ; P<.0001).
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Anexo 2

Valores de F de acuerdo a la distribucién de probabilidad y Valores de P
segun el Analisis de Contrastes realizado entre los hibridos y las lineas
parentales: O. glumaepatula y las variedades comerciales (CFX-18 y Puita
Inta)

Cuadro 1. Valores de F segun el Analisis de Contrates realizado entre los hibridos y las lineas parentales: O. glumaepatula y las variedades
comerciales (CFX-18 y Puita Inta)

Nimero de NUmero de  NUmero de Longitud de Ramificacione  NUmero de la hoja Hoja  Longitud de
Hojas Altura brotes Paniculas Panicula S granos bandera bandera la ligula
(0.glumaepatulaxPuita)-Puita 0.697 99.030 3.351 1.099 71.839 0518 0.003 0.556 10.886 34.072
(PuitaxO.glumae patula)-Puita 3233 44,017 0.691 6.801 48.540 4.401 0.077 3.388 16.704 14.836
(0.glumaepatulaxPuita)-O.glumae patula 9.035 4,920 0.93L 12.249 18.874 10.700 0.957 41,935 26.086 0.356
(PuitaxO.glumae patula)-O.glumae patula 13.955 0.131 0.000 1161 6.889 1.288 0.224 16.211 7.600 0.712
(0.glumaepatulaxCFX-18)-CFX-18 11.590 25.667 0.991 0123 34.558 3783 0.280 0.157 0.406 18.762
(CFX-18x0.glumaepatula)-CFX-18 22.176 41.856 5.350 0.436 . 4.336 3.861 2.500 0.010 26.285
(0.glumae patulaxCFX-18)-O.glumae patul 1.686 3.090 0.256 0.313 12.086 0.065 0.137 15.340 11.074 0.066
(CFX-18x0.glumaepatula)-Oglumaepatula| ~ 2.201 2.008 0.000 0.439 25.601 1.257 5.073 12.448 32.596 0.636

Cuadro 2. Valores de P segun el Andlisis de Contrates realizado entre los hibridos y las lineas parentales: O. glumaepatula y las variedades
comerciales (CFX-18 y Puita Inta)

Nim de NUmero de  NUmerode Longitud de Ramificacione  Numero de la hoja Hoja  Longitud de
Hojas Altura brotes Paniculas  Panicula s granos bandera bandera la ligula
(0.glumaepatulaxPuita)-Puita 0.405 0.000 0.069 0.29% 0.000 0473 0.959 0.457 0.001 0.000
(PuitaxO.glumae patula)-Puita 0.074 0.000 0.407 0.010 0.000 0.037 0.782 0.068 0.000 0.000
(0.glumae patulaxPuita)-O.glumaepatula 0.003 0.028 0.336 0.001 0.000 0.001 0.329 0.000 0.000 0.550
(Puitax0.glumae patula)-O.glumae patula 0.000 0.718 0.9% 0.283 0.010 0.258 0.637 0.000 0.007 0.399
(0.glumaepatulaxCFX-18)-CFX-18 0.000 0.000 0321 0.726 0.000 0.054 0.597 0.692 0525 0.000
(CFX-18x0.glumaepatula)-CFX-18 0.001 0.000 0.022 0510 0.000 0.039 0.051 0.116 0.919 0.000
(0.glumaepatulaxCFX-18)-0.glumae patul 0.19%6 0.081 0.614 0577 0.001 0.799 0711 0.000 0.001 0.770
(CFX-18x0.glumaepatula)-Oglumae patulaai 0.140 0.000 0.988 0.509 0.000 0.039 0.026 0.001 0.000 0333
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Anexo 3

Protocolo estandarizado de Citometria de Flujo para andlisis de cantidad de
ADN por nucleo en plantas del género Oryza

A. Preparacién de la muestra:

1. Pesar 30 miligramos de tejido foliar, preferiblemente de brotes tiernos de la

planta.

2. Pesar 10 miligramos de tejido foliar de frijol para usar como control. Este
control se debe medir como una muestra separada cada dia de trabajo, con

el fin de confirmar el desempefio apropiado del equipo.

3. Colocar la muestra en un plato petri, el cual debe estar sobre hielo.

4. Agregar con micropipeta 1 ml de solucién buffer Galbraith fresco, preparado
como maximo 24 horas antes de la medicién y puesto en refrigeracion (0-
10°C). Este bruffer se prepara mezclando 45mM de MgCl, 20mM MOPS
(acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico), 30mM de citrato de sodio, 0.1%
(vol/vol) de Triton X-100 y ajustando el pH a 7.0 con NaOH 1M, filtrando con
una malla de 0.22um, y manteniéndolo a -20°C en alicuotas de 10ml.

5. Picar la muestra finamente con un bisturi dentro de la solucion buffer, de

forma que no se muela o se aplaste el tejido vegetal.

6. Mezclar la muestra usando la micropipeta y evitar en lo posible la formacion

de burbujas.
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7. Filtrar usando una malla de Nylon con tamafio de malla de al menos 70 uM

hacia un tubo de cultivo estéril de polietileno de 12x75 mm.

8. Determinar el volumen aproximado del filtrado usando una micropipeta.

9. Basado en el volumen determinado en el paso 8, determinar la cantidad de
yoduro de propidio (PI, Sigma-Aldrich, cat. no. P4170; Molecular Probes,
cat. no. D-1306), el cual se prepara a una concentracion de 1mg/ml,
fitrando a través de un filtro de 0.22um, removiendo las pequefas
particulas y manteniéndolo a -20°C en alicuotas de 1ml. Para este
procedimiento la concentracion final de Pl debe ser de 50ug/mL. Se debe
trabajar con precaucion, debido a que el Pl es mutagenico vy

moderadamente toxico.

10. De la misma manera que en el paso 9 se debe determinar el volumen a
usar de ARNasa (Sigma-Aldrich, cat. no. D9542; Molecular Probes, cat. no.
P-3566), el cual se prepara a una concentracién de 1mg/ml, calentando a
90°C por 15 minutos para inactivar las ADNasas. Luego filtrando a través

de un filtro de 0.22um y manteniéndolo a -20°C en alicuotas de 1ml.

B. Trabajo en el Citémetro de Flujo:

11.Encender el equipo y esperar 10 minutos antes de comenzar las

mediciones.

12.Antes de comenzar las mediciones, realizar un lavado de la celda de

medicion ejecutando el procedimiento “prime”.

13.Encender la computadora.
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14.Iniciar el programa CellQuest.

15.Es esencial trabajar con el citbmetro con el flujo de muestra en Low para

obtener el coeficiente de variacion mas bajo posible.

16.Escoger los parametros con los que se va a medir la muestra en

Cytometer |y luego en | settings

17.Nombrar la medicion en | Sample ID

18.Escoger en la carpeta en la que se va a guardar la informacién y nombrarla

en| Directory

19.Usar “Command 1, 2, 3 y 4” para abrir las ventanas en donde se presentan

los parametros de operacion del equipo.

20. En la opcién buscar, abrir el | Inspector para modificar el aspecto de los

histogramas obtenidos (Escala y Gate).

21.Al comenzar la medicién, se debe trabajar en modo | Setup | para elegiry

modificar los pardmetros que se consideren necesarios. Una vez que se
tienen las condiciones apropiadas, se abandona el modo set up para
realizar la adquisicion de datos, como se indica en el paso 12.

22.Para realizar la medicion formal se debe elegir | Pause |, luego

Abort Yy | Acquire

23.Se debe dejar correr el programa hasta adquirir al menos 10 000 eventos

dentro del gate R2.
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24. En la opcién imprimir se pueden guardar los resultados como PDF.

25. Al finalizar se deben realizar los lavados correspondientes con cloro y agua

destilada segun el protocolo de uso del citometro.



