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RESUMEN

Se establecieron dos ensayos de campo uno en, Alajuela y el otro en Guapiles
os afios 2002 y 2003. La finalidad de los ensayos fue seleccionar lineas de
mnsgénico y evaluar su morfologia y fenologia. Estas lineas fueron modificadas
zamente con el gen de la nucleoproteina de capside del virus de la hoja blanca
BW) en sentido y antisentido o flanqueadas por secuencias de anclaje a la matriz
(MAR), asi como con los fragmentos 5' y 3' del mismo gen. También contienen
80 bar el cual se utilizé como gen marcador y que confiere resistencia al herbicida
sotnicina (PPT). La semilla de la generacion T2 se plant6 en el invernadero y cuatro
@nas después de la germinacién fue evaluada para su resistencia al herbicida PPT.
lados de la resistencia al PPT mostraron que el gen bar estaba activo en las
& transgénicas de arroz T2 y que la enzima fosfinotricina-N-acetiltrasferasa se
”" en concentraciones suficientemente altas para detoxificar el PPT, del mismo
¥0 gue se observo en la generacién T1, cuando se aplicé en la dosis del herbicida
mendada para el control de malezas (1L/ha).

Las semillas de las lineas T2 resistentes al herbicida PPT se plantaron en la

a Agribiotecnologia, S.A (Alajuela) y la semilla de las lineas T3 en Guapiles,
g se evaluo la resistencia al PPT, la resistencia al virus de la hoja blanca (RHBV) y
—aristicas morfologicas cualitativas y cuantitativas utilizadas para describir las

edades de arroz (Oriza sativa). Los resultados reflejaron que las lineas transgénicas
: una resistencia clara al herbicida PPT. Sin embargo, se observaron sintomas
a blanca en las lineas experimentales transformadas con fragmentos truncados

3en de la nucleoproteina de capside, tanto en la generacion T2 como en la T3,

2 como un posible efecto de silenciamiento.
Con respecto a los resultados de las evaluaciones morfologicas, las lineas
s cas vy los controles fueron significativamente diferentes en su morfologia a un
¥= de 1% (p<a), para siete caracteristicas altura de la planta, largo y ancho de la hoja

gera, longitud y nimero de ramificaciones y nimero de granos vanos y lienos, tanto

segunda como en |a tercera generacion. Las diferencias fueron evidentes, las

3 '_ s fransgénicas presentaron mayores longitudes de altura y hoja, asi como una

#yor produccion de ramificaciones y nimero de granos que las variedades control. Sin
mbargo las plantas de la T2 estudiadas en Alajuela presentaron gran cantidad de

-

@nos vanos y problemas de fertilidad, situacion totalmente inversa a la observada en




= plantas de la generacion T3 sembradas en Guapiles, por lo que se determino que
s problemas observados en Alajuela se debieron a los cambios drasticos de
mperatura y humedad durante el dia y la noche, ademas del estrés hidrico y posibles
seficiencias nutricionales en las que crecieron las plantas en Alajuela. Las condiciones

ambientales jugaron un papel muy importante en el crecimiento y desarrollo normal de
Este estudio, destaca la importancia de estas lineas transgénicas de arroz a
mediano o largo plazo en su uso potencial en forma directa o en programas de
tomejoramiento dado el caso en el que se obtengan lineas que no presenten todas las

caracteristicas deseadas en una variedad.
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1. INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L) es uno de los cultivos mas importantes en el mundo. Es
ayor recurso de nutricion humana ya que constituye del 25 al 50% de la dieta diaria
: unos 2000 millones de personas en el mundo, principalmente en paises
ubdesarrollados (Rathore et al., 1993; Ronald, 1997).

En 1999 la produccién total de arroz en el mundo ascendié a 596.485.338
pneladas (ton), cosechadas en 155.128.138 hectareas (ha) con un rendimiento
promedio de 3.84 ton/ha (FAQ, 2000). En Costa Rica, la produccién anual de arroz para
periodo de 1997 a 1998 fue de 284.693 (ton) en un area sembrada de 70.299 ha. En
beria, se produjeron 36.946 ton y en Parrita 24.050 ton (CNPa, 1999),
La produccidon de arroz en el pais esta severamente limitada por la
ontaminacién con arroces maleza, que ocasionan graves pérdidas en el cultivo tanto
7" América Latina como en Estados Unidos (Diarra ef al., 1985; Agliero, 1996). En
Costa Rica el 1% del 4rea de arroz producida entre 1997 y 1998 fue descartado por
- inacion con arroces maleza (CNPa, 1999). Por otra parte, la enfermedad
causada por el virus de la hoja blanca del arroz (RHBV) es otro de los factores que
la produccién del arroz en América tropical. El RHBV es un tenuivirus transmitido
or el insecto delfacido Tagosodes onzicolus y afecta a la mayoria de las variedades
erciales utilizadas en Ameérica tropical. Los sintomas de esta enfermedad incluyen
acion de estrias clordticas en las hojas, enanismo, paniculas estériles y glumas
de adas con una consecuente disminucion en la produccién (Jennings, 1963,
largas, 1985).

El control de la enfermedad se realiza mediante la aplicacion de insecticidas
eticos, para reducir las poblaciones de los delfacidos vectores, sin embargo esta
actica es poco efectiva y produce problemas ambientales dada la alta toxicidad de los
insecticidas. Se han probado medidas culturales para reducir infecciones tempranas,
fales como la destruccion de rastrojos y la eliminacion de hospederos alternos; pero
| ﬁbldu al comportamiento de las poblaciones del vector estas practicas han tenido poco
- &xito (Pefiaranda el al., 1999). También, se han utilizado variedades tolerantes al virus
- oblenidas a partir de fuentes de resistencia identificadas en arroz japénica (Lamey,
19687, Zeigler of al, 1988). Sin embargo, los cruces entre variedades tipo indica y
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ficiles por los problemas de incompatibilidad que producen esterilid ad de
2 et al., 1994, Lentini, 1995a, 1995b). Ademas, algunos cultivares con
2l insecto vector son muy susceptibles al virus (Lentini ef al., 1995b).

ria genética de plantas permite la insercion y expresion de genes

aren en el ciclo del virus en la planta (Baulcombe, 1996). La resistencia
patbgeno incluye estrategias tales como el uso de bloqueadores
. la expresion de moléculas sefiuelo, el uso de sistemas de defensa
s en plantas y la degradacion especifica del acido ribonucleico (ARN)
mciamiento postrancripcional de genes (Wilson, 1993; Hull, 1984).

z (2000) produjo plantas de arroz transgénicas mediante bombardeo de

icos de las variedades CR-1821 y CR-5272. Se obtuvieron plantas
2z CR-1821 transformadas con el gen de la nucleoproteina de capside del
&n sentido o en antisentido (copia complementaria). Ademas, se utilizaron
fos inicial y terminal del gen (regiones 5' y 3') a las lineas transgénicas
§ con estos fragmentos se les denominé lineas N y C respectivamente. Por otra
srodujeron lineas derivadas de la variedad CR-5272 transformadas con el gen
gecproteina de capside subclonado en un casete bordeado de secuencias de
= matriz nuclear (MAR) de tabaco; las lineas fueron denominadas CPM. En
e casos, las secuencias virales se colocaron bajo el control del promotor
ge la actina | del arroz.

gen bar se utilizé como agente de seleccion de las células transformadas
8 cultivo in vitro. Este gen fue aislado originalmente de Strepfomyces

sus y S. viridochromogenes (Thompson et al., 1987); y codifica para una
‘gue inactiva el herbicida fosfinotricina (PPT o biolafos) o el andlogo sintético
@ de amonio (Wehrmann et al., 1996). El PPT inhibe la glutamina sintetasa
poma clave en el metabolismo del nitrégeno que asimila el amonio producido
Morespiracion y deaminacion. Como un analogo estructural de la GS el sustrato
#o 6 PPT inhibe ireversiblemente la GS. Esta inhibicion produce la acumulacion
o que en plantas resulta en el cese de la fotosintesis y disrupcion de la

#= de los cloroplastos (De Vine ef al., 1993; Gaunt et al., 1999).
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§ procesos de mejoramiento genético, independientemente de la via que
S=a por mejoramiento canvencional o por ingenieria genética, requieren de la
|y seleccion de las lineas obtenidas.

acion en campo de las plantas transgénicas puede realizarse mediante
=uencial o por analisis multiple temprano (McElroy, 1999). En el primer caso,
= I3 evaluacion molecular de los diferentes eventos de transformacién con el
Aar la integracion (Southern blot) y expresién de los transgenes (Northern
B4) Simulténeamente, se llevan a cabo estudios de segregacion y expresion
i en la progenie bajo condiciones de invemadero durante varias
mes, previo al ensayo de campo. Esta estrategia tiene la desventaja de que
mucho tiempo y trabajo, ademas se demora varias generaciones, aunque se
= gran cantidad de informacién sobre los eventos de transformacién. Estos

) mecesariamente tienen caracteristicas agrondmicas favorables.

caso de evaluacion miultiple temprana, las lineas se seleccionan en el
ee utilizando una caracteristica de interés, la resistencia a un herbicida por
200 se transfieren al campo para el incremento de semilla y la evaluacién
Esta estrategia tiene la ventaja de que aquellas lineas promisorias se
m lemprano en el proceso y los andlisis moleculares se realizan
mente, utilizando un numero reducido de lineas (McElroy, 1999).

8 caso de las lineas transgénicas de arroz, se utilizd el analisis temprano de
= para la evaluacion de las plantas transgénicas T1 de las lineas derivadas de
iades CR-1821 y CR-5272. Los resultados preliminares indicaron que las
psformadas con el gen de la nucleoproteina de capside y el gen bar eran
@ herbicida PPT, 18 % de las lineas evaluadas no presentaron sintomas de
= incluso después de dos o fres inoculaciones consecutivas con insectos
. La resistencia al herbicida indica que el gen bar esta activo en las lineas
al menos en la generacion T1 y que la enzima fosfinotricina-N-
@53 se expresa en concentraciones suficientemente altas para detoxificar
$oz, 2000).
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Sin embargo en el primer ensayo de campo con la generacion T1 de las lineas
msgénicas CR-5272T y CR-1821T se observaron diferencias en la altura de las
mas de las lineas transgénicas en comparacién con los controles y entre ellos. En
=t de que la ingenieria genética requiere de un protocolo de cultivo in vitro, en el cual
& da la rediferenciacién de células embriogénicas en los callos o suspensiones
: . es posible que se produjeran cambios en la morfologia de las lineas
sgénicas con respecto a la variedad original. La variacién puede observarse en
racteristicas morfolégicas como altura de la planta, ndmero y forma de las hojas,
ologia de la panicula, caracteristicas fisiolégicas como tolerancia a estrés,
sesistencia a patbgenos, y caracteristicas fenologicas como dias a floracion, sensibilidad
&l fotoperiodo. Por estas razones esta investigacién tiene el siguiente objetivo general.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la morfologia y fenologia, resistencia al RHBV y al herbicida PPT de las
lineas transgénicas de arroz CR-5272T y CR-1821T y determinar su similaridad
con las variedades tipo sin transformar que les dieron origen, con base en las
caracteristicas agronémicas utilizadas para definir y calificar las variedades de
Oryza sativa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la segregacién del gen bar en la generacién T2 de lineas de arroz
transgénico, utilizando la tolerancia al herbicida fosfinotricina (PPT) como criterio
de evaluacian.

Seleccionar en el invernadero las lineas puras homozigotas tolerantes al
herbicida glufosinato de amonio.

Evaluar la tolerancia de las lineas homozigotas al herbicida fosfinotricina (PPT)
establecidas en condiciones de campo.

Evaluar las caracteristicas morfolégicas y fenologicas de las lineas transgénicas
de arroz y las variedades originales.

Seleccionar las mejores lineas de arroz transgénico de acuerdo a las
caracteristicas evaluadas.




3. MATERIALES Y METODOS

SEGUNDA GENERACION (T2)

: --‘I.1 Cultivares y lineas transgénicas

Se utilizé semilla de la generacién T2 de plantas de arroz transgénicas
producidas mediante bombardeo de callos embriogénicos de las variedades CR-1821 y
CR-5272. La semilla se obtuvo a partir de los siguientes materiales:
3.1.1.1 Lineas T1 y T2 de arroz CR-1821T transformadas con el gen de la
‘nucleoproteina de capside del virus de la hoja blanca (RHBV) en orientacién sentido (S)
una copia complementaria en antisentido (AS). Ademas de las lineas de arroz Ny C
h'lsfun'nadas con los fragmentos 5'y 3' del mismo gen, respectivamente (Figura 1).
Todas estas lineas se derivaron de plantas de la variedad CR-1821.

3.1.1.2 Lineas T1 de arroz de las variedades CR-5272 denominadas CPM,

anformadas con el gen de la nucleoproteina de capside subclonado en un casete

bordeado de secuencias de anclaje a la matriz nuclear (MAR) de tabaco (Cuadro 1).

El gen de interés se coloct bajo el control de un promotor constitutivo (actina |
' del arroz), mientras que el gen bar esté controlado, por el promotor 35S del CaMV, y se
utilizd como marcador de seleccion (Mufioz, 2000).

Cuadro 1. Nomenclatura de las lineas transgénicas de las variedades CR-5272 CR-
1821 transformadas con el gen de la nucleoproteina de capside del virus de
la hoja blanca (RHBV), segln el plasmido utilizado.

| Variedad

Genes de interés original Linea

Nucleoproteina de capside del RHBY CP-A1; CP-A1-2, CP # 2. CP # 2-1; CP A5; CP

&n orientacion sentido CR-1821T A13:CPR3

Nucleoproteina de capside del RHBV

en orientacion anti-sentido CR-1821T ASS; AS10; AS-19
‘Bxdremo Sdel gen de la N1, N4 T: N4 S; N5 T; N5 5; N6; NS T; N9 S;
| nucleoproteina de capside del RHBY CR-1821T N10; N11 T: N11S; N15; N16

Extremo 3' del gen de |Ia C31; C32.C33; CM T, C34 5, C36: CIT T;
| nucleoproteina de cipside del RHBY CR-1821T C375

"Nucleoproteina de capside del RHBV
| en orientacion sentido, flanqueada CPM 1; CPM 2; CPM4: CPM8; CPM7; CPM ;
| por secuencias MAR CR-5272T CPM 10 CPM13; CPMT8; CPM 80




A pRCP/S y pRCP/As

fina 1-5' gen CP Pin II-3' 35S genbar  Nos-3'

8. pRCP/M
MAR Actinal-5 genCFP  Pin lI-3' 35 S gen bar Nos-3' MAR

C. pRCP/N
B surr [scr | B3 J FEH
Actina 1-5' 5 cDNA3RHBV  Pin II-3' 35S gen bar Nos-3'

D. pRCP/C
I e |
Actina 1-5' 3'gen CP Pin II-3' 355 genbar Nos-3'

Figura 1. Plasmidos utilizados en la transformacién de variedades de arroz CR-1821 y
CR-5272, con el gen de la proteina de capside del RHBV en orientacién
sentido y antisentido (A) o bordeado por las secuencias MAR (B), ademas de
las regiones 3' y 5' del mismo gen (C y D, respectivamente).

CP (gen de la proteina de capside), Pinll 3' (terminador del gen del inhibidor
de proteasas de la papa), 35 S (promotor 35 S del virus del mosaico de la
coliflor, CaMV}), Nos 3' (terminador del gen de la sintetasa de la nopalina), IR
(region intergénica) (Mufioz, 2000).
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3.1.2 Pruebas de tolerancia al herbicida PPT en el invernadero y seleccién de

lineas puras homocigotas T2 para la resistencia al herbicida
Se evalud en el invernadero del Centro de Investigacién en Biologia Celular y

Molecular (CIBCM) la tolerancia al PPT de la segunda generacion de 39 lineas
fransgeénicas. Para esto se sembraron de 20 a 40 semillas T2, procedentes de 580
plantas T1, en macetas de 0,5 L de capacidad con suelo autoclavado (60% suelo,40%
granza). A las cuatro semanas de edad, las plantas se asperjaron con glufosinato de
amonio (FINALE 15 SL, AgrEve 5 mliit, equivalente a 200 L de mezcla por ha), con un
adherente ( 0,5% Kaytar Act 26 SL", Rohm and Hass). Como control negativo se
utilizaron plantas no transformadas de las variedades CR-5272 y CR-1821. La
respuesta al herbicida se evalué cinco dias después de la aplicacién, tomando en
cuenta los siguientes criterios para seleccionar las plantas homocigotas para esta
caracteristica:

3.1.2.1 Macetas en las que no se presentd ninguna planta muerta (todas las
plantas vivas) se considerd homocigota (RR).

3.1.2.2 Si en la maceta habia tanto plantas vivas como muertas, la linea se
considerara heterocigota (Rr).

3.1.2.3Si todas las plantas de la maceta resultaron muertas se considerd
recesiva (rr).

3.1.2.4 Se contd el nimero de plantas resistentes (vivas) y el nimero de plantas
susceptibles (muertas) por maceta por linea.

El proceso de produccion y evaluacion de semilla T2 de las lineas transgénicas
se presenta en |a figura 2.

3.1.3 Germinacién de la semilla T2 en invernadero

Se sembro semilla de las lineas T2 homocigotas seleccionadas segln la prueba de
tolerancia al PPT descrita anteriormente, en el invernadero de Agribiotecnologia S.A., en
San Antonio del Tejar, Alajuela. Las semillas de cada linea, previamente tratadas con
Vitavax, se colocaron en bandejas de 98 hoyos con sustrato compuesto por fibra de coco,
suelo, granza y urea. Se sembrd un total de 20 a 40 semillas de cada linea a una densidad
de una semilla por hoyo. Ademas, se sembrd semilla de las variedades CR-5272 y CR-1821
como controles. Las bandejas se colocaron en un sector del invernadero con alta
luminosidad, temperatura de 28 - 30°C durante el dia y con riego constante mediante
microaspersores.




Germinacion de semilla T2 en
invernadero (CIBCM)

Prueba de tolerancia a PPT de
lineas T2 en invernadero
(CIBCM)

Germinacién de lineas homocigotas T2
en invernadero (Agribiotecnologia)

Transplante de lineas T2 al
campo (Agribiotecnologia)

Prueba de tolerancia a PPT d¢
lineas T2 en campo
(Agribiotecnologia)

Evaluacién morfoldgica y
fenoldgica de lineas T2 en
campo (Agribiotecnologia)

Cosecha de semilla T3
(Agribiotecnologia)

Figura 2. Esquema del procedimiento utilizado en la seleccién y evaluacion de las
' lineas transgénicas T2 en el segundo ensayo de campo.



3.1.4 Transplante de lineas T2 al campo

Las lineas transgénicas y las variedades control germinadas en invernadero se
trasplantaron al campo cuatro semanas después de la siembra. Se acondiciond um lote en la
empresa Agribiotecnologia de Costa Rica S.A., en San Antonio del Tejar de Alajuela, para el
cultivo de las lineas T2 de arroz transgénico. El lugar permite la contencién de este material
ogebido a que se encuentra geograficamente separado de las areas arroceras. El lote de 28
metros x 25 metros (m) se cubrid con malla antipajaros a una altura de 3 m y se borded con
una hilera de plantas de maiz a lo largo de todo el perimetro (Figura 3). El lote se dividi6 en
parcelas de 2,30 m x 2,30 m, separadas 70 cm, una de otra. Las lineas transgénicas y las
variedades control germinadas en invernadero se trasladaron al campo, cuatro semanas
después de la siembra. Las plantas se sembraron en hileras dentro de las parcelas a una
distancia de 40 centimetros (cm) entre plantas y 35 cm entre hileras, El suelo se fertilizo con
formula 10-30-10 al momento de la siembra.

FEFRF PRI F PR TR,
ooOoooood i
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o o o o [ o §
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Figura 3. Lote experimental establecido para el ensayo de arroz transgénico en
Agribiotecnologia de Costa Rica, S.A. (A) Esquema del area de siembra
dividida en parcelas. El lote estd rodeado por una barrera de maiz. (B)
Demarcacion de las parcelas de 230 m x 2,30 m con una distancia de
separacion de 70 cm entre cada una.
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315 Prueba de tolerancia al herbicida PPT en campo.

Para evaluar la tolerancia de las lineas transgénicas al PPT en campo, se aplico a las
plantas una solucién de 5 ml/lL de FINALE® 15 SL (AgrEvo), (200 L de mezcla por ha) con
0.5% Kaytar Act 26 SL®, Rohm and Hass). La solucion se aplicé también a las plantas
control de las variedades CR-1821 y CR-5272. La aplicacién se realizd con una boquilla
conica 8002, cuatro semanas después del transplante y la tolerancia de las lineas
sgénicas al herbicida, se evalud cinco dias después de la aplicacién, para lo cual se
onto el numero de plantas susceptibles por linea.

También se evalud la resistencia al RHBV mediante infeccion natural.

'3.1.6 Evaluacién morfolégica y fenolégica

Se realizaron mediciones semanales de 34 caracteristicas, 20 caracteristicas
‘cualitativas y 14 cuantitativas. Se evalud 15 plantas por parcela (39 lineas transgénicas
¥ 2 controles), a las que se les colocd una placa metdlica para identificarlas. Las
caracteristicas se midieron en los diferentes estados del desarrollo de la planta (Figura
' 4) segln los descriptores morfolégicos y fenoldgicos basados en CIAT, 1993; IRRI,
1996.

Figurad4. Estados de desarrollo de la planta de arroz.
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3.1.8.1 Prefloracién (“panzoneo”)

3.1.6.1.1. Vellosidad predominante de la ldmina de la hoja 1
Indica |la presencia o ausencia de vellos sobre la l&mina foliar. La descripcién se realiza

sobre el haz de la hoja 1 que se encuentra por debajo de la hoja bandera, en el tallo
mas alto de la planta. Se pasan los dedos indice y pulgar a lo largo de toda la lamina
de la hoja, de la parte distal hacia la basal. Se clasifica como:

1= glabra o lisa

3 = pubescente de la mitad de la lamina hacia el apice
5 = ligeramente pubescente

7 = escabrosa, aspera al tacto

9 = aterciopelada

3.1.6.1.2 Color predominante de la lamina foliar

Se observa en el tercio medio de la primera hoja, por debajo de la hoja bandera del tallo
mas alto de la planta. Debe prestarse atencion a las deficiencias nutricionales y a los
efactos ambientales, que se manifiestan por un color caracteristico en la parte superior
o haz de |a lamina.

1 = verde palido

2 = verde

3 = verde oscuro

4 = margenes purpura
5 = manchas purpura
6 = plrpura

3.1.6.1.3 Forma predominante de la ligula
inma formas muy caracteristicas (Figura 5) que se clasifican como:

1 = aguda o acuminada
2 = hendida

3 = semihendida

4 = truncada

Esta caracteristica se expresard en términos de porcentaje de lineas con una
zaracteristica determinada.
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Acuminada Hendida Truncada

Figura 5. Forma predominante de la ligula.

3.1.6.1.4 Longitud de la ligula
Se mide en milimetros, desde la base del cuello hasta la punta de la ligula. Se observa

en Ia ligula situada en la base del cuelio de la primera hoja, por debajo de la hoja
bandera del tallo mas alto de la planta.

3.1.6.1.5 Tamaiio predominante de las auriculas
Las auriculas son dos apéndices que se encuentran en el cuello de la hoja. Tienen

" ma de hoz con pequefios dientes en su parte convexa (Figura 8). La observacion se
ace sobre una auricula representativa tomada del tercio medio de la planta, la cual se
colectd en el campo con una pinza. Se colocd en un eppendorf para trasladarla al
sboratorio y se midid de extremo a extremo con un vemier y con lupa. Se clasifican

1 = muy pequefas
tamaiio menor de 2.1 mm
3 = pequefias
entre 2.1y 3 mm
5 = medianas
entre 3.1y 3.5 mm
7 = grandes
entre 3.6 y 5 mm
9 = muy grandes
mayores de 5 mm

6. Estructura y posicion de las auriculas en la hoja de la planta de arroz

caracteristica se expresard en términos de porcentaje de lineas con una
stica determinada.
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316.1.6. Color de las auriculas

1=crema
2 = café
3 = morado

_1.!.1.? Dias a prefloracién (“panzoneo”)

Es el numero de dias transcurridos desde la siembra hasta que la planta inicia la
Soracion. Se dice que la planta ya “panzoned” cuando se detecta que la espiga esta
iaimente cubierta por las hojas; pero, a su vez viene saliendo por el tallo principal.
demas, se deben diferenciar bien la hoja bandera y la primera hoja de la planta.

3.16.2 Estado de floracién

3.1.6.2.1. Habito predominante de crecimiento

Los tallos secundarios y terciarios forman un angulo con respecto a una linea
‘perpendicular imaginaria que pasa por el centro de la planta (Figura 7). Con base en
‘este angulo se consideran los siguientes habitos de crecimiento:

1 = erecto

angulo de 10°
3 = semierecto

angulo entre 11° y 30°
5 = intermedio

angulo entre 31° y 50°
7 = abierto

angulo entre 51° y 70°

9 = procumbente
angulo entre 71° y 80°
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7. Habito predominante de crecimiento.

caracteristica se expresard en términos de porcentaje de lineas con una
aracteristica determinada.

1.6 Ca d predomi de macollamiento
e cuentan todos los hijos (tallos secundarios y terciarios) que estén verdes al momento
e realizar el conteo. Este factor es muy variable porque los factores ambientales (por

emplo, el contenido de nitrogeno del suelo y/o el sistema de siembra) lo afectan
siderablemente. Esta caracteristica se expresara en términos de numero promedio

e fallos por linea.
.3 Dias a antesis

s flores de las plantas de arroz estan agrupadas en una inflorescencia llamada
sicula. Se refieren al nimero de dias transcurridos desde el momento de la siembra

sst= &l momento en que aparecen las primeras anteras en el 50% de las plantas de la

SCI0N.

Duracién de la antesis

_; ntmero de dias transcurridos desde el momento en gue aparecen las primeras
pieras en el 50% de las plantas, hasta la aparicion de las anteras en la ditima planta de

slacion seleccionada.
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216.25 Color predominante del apice que forman la la palea en la
viguilla

1 = blanquecino

2 = pajizo

3 = café claro

4 = rosado

5 = plrpura

6 = verde oscuro
7 = verde palido

1.1.6.2.6 Pubescencia predominante de las glumas

~a la presencia o ausencia de vellos sobre la lema y sobre la palea. Se aconseja
fizar la medicién con lente de aumento. En ausencia de éste, al poner las glumas
a el sol, l]a pubescencia simula haces luminosos sobre las glumas. Se clasifica

1 = glabra o lisa

3 = pubescencia en la quilla (unién entre la lema y la palea)
5 = pubescencia hacia el apice de la lema y la palea

7 = parcial o totalmente cubiertas con vello corto

g = parcial o totalmente cubiertas con vello largo

1 7 Posiciéon predominante de la hoja bandera
8 hoja superior por debajo de la panicula es la hoja bandera. Este descriptor se evalla

ando el angulo formado entre la hoja bandera y la prolongacion del pedunculo
en el tallo mas alto de la planta (Figura 8).

1 =erecta

angulo entre 0° y 10°
3 = semierecta

4angulo entre 11° y 40°
5 = intermedia

angulo entre 41°y 70°
7 = horizontal

angulo entre 71°y 80°
9 = descendente

angulo mayor de 90°



16

Erecta Semierecta  Intermedia Horizontal

8. Posicitn predominante de la hoja bandera.

caracteristica se expresara en términos de porcentaje de lineas con una

acteristica determinada.

3 Longitud de la lamina de la hoja bandera
‘evaliia en centimetros sobre la hoja bandera del tallo mas alto de la planta. Se mide

g=de el apice hasta el punto de unién de la lamina con la vaina.

1.6.2.9 Ancho de la lamina de la hoja bandera
£ I3 distancia, en centimetros, medida de borde a borde en la parte mas ancha de la

a de la hoja bandera del tallo mas alto de la planta.

Estado de maduracion

1 Dias a la madurez

: &l numero de dias transcurridos desde la siembra hasta que las semillas de una
Eesira de |la poblacion seleccionada para realizar la descripcion varietal, tengan un
¥ de humedad. En campo se dice que la linea esta madura cuando el 50% de las
as presentan granos maduros.

Altura de la planta

.' ide en centimetros desde el suelo hasta el nudo ciliar de la panicula del tallo mas
B de la planta.
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3 Resistencia predominante al acame

un caracter varietal que puede cambiar con las condiciones ambientales. Al
amentar la densidad o la fertilidad nitrogenada, disminuye la resistencia al acame. Se
e evaluar en campo, de la siguiente forma: Se baja la punta de los tallos hasta una
Bura aproximada de 30 cm del suelo, para que al soltarlos, los tallos fuertes y
es, recuperen su posicién original; los susceptibles al acame permanecen cerca
& suelo. Las plantas se consideran:

1 = Fuertes; si todas las plantas conservan su posicién original (no hay
iento)

- 3 = Moderadamente fuertes, si la mayor parte (mas del 85%) de las plantas a las
25 se les aplica presion retoman a su posicién original

5 = Intermedias, si entre un 50% y un B4% de las plantas retornan a su posicion

7 = Débiles, si menos de un 50% de las plantas retornan a su posicién original

9 = Muy débiles, si todas las plantas permanecen en el suelo.

1.6.3.4. Tamaiio de las aristas

2 ansta es una estructura filiforme ubicada en el dpice de la lema y se reconocen
e=pués de la floracién completa (Figura 9). El tamafio de las aristas se evalta en la
psta mas larga de la panicula analizada, Se consideran los siguientes tamafios de

1=corta

entre 1 y 5 mm

3 = media

entre 6 y 20 mm

5 = semilarga

entre 21 y 30 mm
7 = larga

entre 31 y 50 mm
8 = muy larga

mas de 50 mm

$8a caracleristica se expresara en terminos de porcentaje de lineas con una
aracteristica determinada.
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Figura 9. Estructura de la semilla de arroz.

'3.1.6.3.5 Tipo de aristado predominante de la semilla
Para evaluar este caracter se deben utilizar todas las paniculas de la planta. Se

ifican como:

1 = arista ausente

3 = arista corta y presente en menos del 50% de los granos
5 = arista corta y presente en mas del 50% de los granos

7 = arista larga y presente en menos del 50% de los granos
9 = arista larga y presente en mas del 50% de los granos

‘Esta caracteristica se expresara en términos de porcentaje de lineas con una
 caracteristica determinada.

3.1.6.3.6 Color predominante de las glumas fértiles (lema y palea) del grano apical

de |a panicula

Las glumas fértiles (lema y palea) presentan diferentes colores segun la variedad
sando las espigas maduran. Clasificacion:

0 = pajizo

1 = dorado

2 = surcos dorados sobre fondo pajizo

3 = manchas cafés sobre fondo pajizo

4 = café amarillento

5 = café rojizo o purpura

6 = manchas plrpura sobre fondo pajizo
7 = purpura

8 = negro
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3.1.6.3.7 Longitud de la semilla
=s la distancia, medida en milimetros, desde la base de la gluma estéril mas baja, hasta

&l 4pice de la gluma fértil mas larga, excluyendo la arista ( Figura 9).

3.1.6.3.8 Ancho de la semilla
=S la distancia, medida en milimetros, entre las nervaduras centrales de la lema vy la
j 2a en el punto mas ancho ( Figura 9).

£.3.9 Relacion largo:ancho de la semilla
sefacion entre las dos dimensiones evaluadas anteriormente

® Espesor de la semilla
maxima distancia, medida en milimetros, entre las paredes laterales de la semilla

2 9).

31.6.3.11 Densidad predominante de la panicula

Es la mayor o menor aglutinacién de las ramificaciones primarias y secundarias de la
anicula. Se evalla en la panicula del tallo mas alto de la planta. Es necesario remover
: adas las semillas de ella ( Figura 10). Se clasifican del modo siguiente:

1 = abierta

3 = semiabierta

5 = intermedia

7 = semicompacta
8 = compacta

Esta caracteristica se expresard en términos de porcentaje de lineas con una
cteristica determinada.

Ablara Intarmadila Semicompadcils Compacia

Figura 10. Densidad predominante de la panicula.
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3.1.6.3.12 Exercién predominante de la panicula

evallia teniendo en cuenta la posicién del nudo ciliar con respecto a la vaina de la
bandera (Figura 11). Se clasifica como:

1 = Bien emergida,
cuando el nudo ciliar aparece muy por encima de |a vaina de la hoja bandera
3= Moderadamente emergida,
cuando el nudo ciliar esta sobre la vaina de la hoja bandera (de 1a4cm )
5 = Coincidente,
cuando el nudo ciliar coincide con la zona de unién de la hoja bandera
7 = Parcialmente incluida,
cuando el nudo ciliar esta cubierto por la vaina de la hoja bandera
9 = Incluida,
cuando la panicula esta casi totalmente cubierta por la vaina de la hoja
bandera

caracteristica se expresara en términos de numero de plantas con una
istica determinada.
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11. Exercién predominante de la panicula.
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3.1.6.3.13 itud nicul
Se mide en centimetros desde la base de la panicula o nudo ciliar hasta el apice de la
a (Figura 12). Se utiliza la panicula del tallo mas alto de la planta.

|
Longitud do
la paniculs

Figura 12. Panicula de arroz, su longitud y caracteristicas adyacentes.
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'3.1.6.3.14 Nlmero de granos vanos (estériles) en el apice de la panicula
‘Se toman 4 granos del apice de la panicula del tallo mas alto de la planta y se

inan cuantos de ellos son fértiles o estériles.

1 = todos los granos fértiles
3 = un grano esteéril

5 = dos granos estériles

7 = tres granos estériles

9 = cuatro granos estériles

3.1.6.3.15 Fertilidad predominante de |a panicula

Este valor, expresado en porcentaje, se estima comparando visualmente la relacion
‘entre los granos bien desarrollados y los granos vanos de una panicula madura. Segun
‘ese porcentaje, la panicula puede ser:

1 = Muy fertil,
90% a 100% de granos fértiles
3 = Fértil,
75% a 89% de granos fértiles
5 = Parcialmente fertil,
50% a 71% de granos fértiles
7 = Parcialmente estéril,
menos del 50% de granos fértiles
9 = Completamente estéril,
0% de granos fértiles

Esta caracteristica se expresara en términos de porcentaje de lineas con una
saracteristica determinada.

3.1.6.3.16. Desgrane predominante de la panicula

Este caracter se evallia en la panicula madura del tallo més alto de la planta, a la cual
8 le aplica una ligera presion, enrollandola entre la palma de la mano y los dedos. La
antidad de granos asi removidos, determina 5 categorias de desgranado:

1 = dificil

cuando no se desprenden los granos o lo hacen hasta un 15%
3 = moderadamente dificil

cuando se desprenden entre el 16% y el 30% de los granos
5 = intermedio

cuando se remueven entre el 31% y el 45% de los granos

T = moderadamente susceptible

cuando se remueven entre el 46% y el 60% de los granos
9 = susceptible

cuando se remueven mas del 61% de los granos de |a panicula
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' _1.!.3.1? Relacién del nimero de granos vanos y llenos en la panicula,
2.1.6.3.18 Numero de ramificaciones de la panicula.

3.1.6.3.19 Evaluacién del virus de la hoja blanca del arroz (RHBV) con infeccién
matural

31.7 Analisis Estadistico

Con las mediciones de las caracteristicas morfolégicas y fenolégicas se
establecié una base de datos, de la cual se confeccionaron matrices para realizar el
alisis estadistico por medio del programa estadistico SPSS 8.0, el cual consistioc en
cuatro etapas:

3.1.7.1 Estadisticas descriptivas, para conocer cada una de las lineas
mdependientemente, con respecto a todas las caracteristicas evaluadas.

3.1.7.2 Analisis de varianza, para saber si las diferencias encontradas eran o no

ificativas. Si p<a entonces, las lineas eran significativamente diferentes, pero si p=a
onces no existian diferencias. Este andlisis se hizo de forma directa para los grupos
egrados con pocas lineas. Por ejemplo CP, el cual estaba integrado por CP2-3, CP2-
y CP2-12; mientras que para el grupo N y CPM, los cuales contaban con 20 y 9
2as respectivamente. Se requirié primero hacer un analisis de conglomerados y con
yase en las agrupaciones, se procedid a realizar el analisis de variancia, debido a que

sho analisis no es muy confiable cuando los datos son muchos.

3.1.7.3 Analisis de conglomerados jerarguicos, para identificar grupos de casos

' de variables) lo mas homogéneos posibles internamente y a su vez heterogéneos
we si. Se utilizb el método de Ward, para encontrar las diferencias entre

pnglomerados.

Se excluyeron las lineas N9-7, N4-8, CPM80-11 y CPM10-14 debido a que

20% o mas de no respuesta en todas las variables evaluadas.

3.1.7.4 Andlisis de confrastes, para conocer si las diferencias entre los grupos de

transgénicas y las variedades comerciales no transgénicas eran © no
sficativas. Dicho andlisis se dividio en dos etapas, una para analizar las lineas

adas de la variedad CR1821, por medio de la Prueba Dunnet, la cual es una

sién de la prueba t y compara varios promedio (del grupo AS, N, C y CP) contra un

pntrol. La segunda etapa fue para analizar las lineas derivadas de la variedad CR-

en la que se utilizd la Prueba t directamente, debido a que eran Gnicamente las
22s de un solo grupo (CPM) contra su control.




3.2 TERCERA GENERACION (T3)

3.24 Cultivares y lineas tra nicas

Se sembré semilla de sesenta y seis lineas transgénicas T3 de arroz de las
variedades CR-5272 y CR-1821 que contienen el gen bar (resistencia a PFT) y el gen (0
versién modificada) de la proteina de cubierta (CP) del virus de la hoja blanca del arroz
(RHBV) en la finca San Rafael en San Rafael, Guapiles. Se establecié una réplica de
este ensayo en la empresa Agribiotecnologla de Costa Rica S.A., en San Antonio del
Tejar de Alajuela, la cual se utilizé sélo para incremento de semilla. En ambos sitios se
sembrd semilla de las variedades CR-5272 y CR-1821 como controles.

3.2.2 Descripcion y preparacién del terreno
Se preparé un lote de aproximadamente 2000 m® (figura 13A). El lote

experimental se dividié en 80 parcelas de 2m x 2m, separadas entre si, 1m. Se cubrid
&l lote con malla antipajaros colocada sobre postes de bambu de 3 m de altura. En la
parte inferior de la malla se colocé una banda de zaran de aproximadamente 40 cm de
ancho para evitar el ingreso de plagas vertebradas y evitar posible salida de semillas
‘por corrientes de agua. En Agribiotecnologia se establecio el ensayo en el mismo lote
_preparado para el estudio de la segunda generacion de plantas.

3.2.3 Siembra de illa
La cantidad total de semilla por linea se dividié en tres partes: un gramo de cada

Jinea se sembré en Agribiotecnologia, una cantidad igual se almaceno como banco de

_germoplasma en el CIBCM y la semilla restante se sembré en Guapiles (Cuadro 2). La
‘siembra se llevé a cabo en forma manual colocando semilla de una sola linea en cada
parcela dentro de surcos paralelos de 1-2 cm de profundidad (figura 13B).

3.2.4 Prueba de tolerancia al herbicida PPT en campo
Se aplico a las plantas una solucién de 5 ml/L de FINALE 15 SL (AgrEvo),

equivalente a 200 L de mezcla por ha, complementada con 0.5 cc/L del compuesto NP7
104 L (BAYER) como adherente. La solucion se aplicé también a las plantas control de
las variedades CR-1821 y CR-5272. La aplicacion se realizd cuatro semanas después
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de la siembra y la tolerancia de las lineas transgénicas al herbicida se evalud cinco
dias después de la aplicacion.

3.25 Evaluacién morfoldgica y fenolégica
Ademas de la resistencia al PPT y la resistencia al RHBY mediante infeccion

natural, en cada una de las lineas se evaluaron las siguientes caracteristicas:
3.2.5.1 Altura de la planta.
3.2.5.2 Longitud de la lamina de la hoja bandera.
3.2.5.3 Ancho de la lamina de la hoja bandera.
3.2.5.4 Longitud de la panicula.
3.2.5.5 Numero de ramificaciones de la panicula.
3.2.56 Numero de granos vanos.
3.2.5.7 Numero de granos llenos.
3.2.5.8 Exercion de la panicula.
3.2.5.9 Capacidad de Macollamiento.
3.2.5.10 Resistencia al acame.
3.2.5.11 Granos vanos (estériles) en el apice de la panicula.

Basandose en estas caracteristicas, se seleccionaron las mejores lineas en la etapa de
maduracién. En esta seleccion se contd con el apoyo de fitomejoradores del Centro de
Investigacién en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica.

A

Figura 13. Establecimiento del tercer ensayo de campo en la finca San Rafael,
Guapiles. A) Parcelamiento del lote para la siembra. B) Siembra de semilla
de las lineas transgénicas y variedades control.




Cuadro 2. Distribucion de semilla de las lineas transgénicas en los sitios de
establecimiento del tercer ensayo de campo y banco de germoplasma

PESO GUAPILES | AGRI | CIBCM
LINEAT3 | TOTAL (g) (g) (@) (g)
AS10-7-1 53 3.3 1 1
AS10-7-2 23.9 21.9 1 1
AS10-7-6 5 3 1 1
AS10-7-7 19.5 17.5 1 1
AS10-7-9 13.6 11.6 1 1
AS10-7-10 9.7 7.7 1 1
AS10-7-11 7.6 56 1 1
AS10-7-12 36 1.6 1 1
IAS10-7-13 45 2.5 1 1
AS10-7-14 34 1.4 1 1
AS10-7-15 17.5 15.5 1 1
AS10-4-1 15.3 13.3 1 1
AS10-4-2 6.4 4.4 1 1
AS10-4-3 3.1 1.1 1 1
AS10-4-4 6.8 4.8 1 1
AS10-4-5 42 22 1 1
AS104-7 16 14 1 1
IAS10-4-8 17 15 1 1
AS10-4-10 3.2 12 1 1
IAS10-4-11 23 0.3 1 1
AS10-4-12 8.9 6.9 1 1
AS10-4-14 2.5 0.5 1 1
AS10-4-15 30.1 28.1 1 1
AS10-4-16 8.7 6.7 1 1
AS10-4-18 8.4 6.4 1 1
AS10-4-19 22.2 20.2 1 1
AS10-4-20 4.6 26 1 1
CPM10-14-1 6.3 43 1 1
CPM10-14-2 20.4 18.4 1 1
CPM10-14-3 12.8 10.8 1 1
CPM10-14-4 10.1 8.1 1 1
CPM10-14-6 15.1 13.1 1 1
CPM10-14-8 13.3 11.3 1 1
C375-7-1 4.5 2.5 1 1
C37S-7-2 6.2 42 1 1
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C375-7-3 5.5 35 1 1
C37S-74 2.4 0.4 1 1
C378-7-7 4.4 24 1 1
C375-7-8 33 1.3 1 1
C37S-7-9 2.5 0.5 1 1
C375-7-10 2.7 0.7 1 1
C375-7-11 10.7 8.7 1 1
C378-7-13 6.3 4.3 1 1
C37S-7-14 18.5 16.5 1 1
CPM10-22-1 6 4 1 1
ICPM10-22-5 5.2 3.2 1 1
CPM10-22-6 | 108 8.8 1 1
CPM10-22-7 4.3 2.3 1 1
CPM10-22-9 9.2 7.2 1 £
CPM10-22-10] 8.1 6.1 1 1
CPM10-22-11] 42 22 1 1
CPM80-4-5 9.9 7.9 1 1
CPM80-4-6 3.3 1.3 1 1
CPM80-4-7 6.7 4.7 1 1
CPM80-4-9 9.6 7.6 1 1
ICPM804-10 | 115 9.5 1 1
CPM80-4-11 13.4 11.4 1 1
|CPM80-4-12 18.9 16.9 1 1
CPM80-4-13 9.8 7.8 1 1
CPM80-11-1 4.2 2.2 1 1
CPM80-11-5 4.4 2.4 1 1
CPM80-11-6 8.5 6.5 1 1
CPM80-11-7 9.2 7.2 1 1
[CPM80-11-9 [ 129 10.9 1 1
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4. RESULTADOS

&1 SEGUNDA GENERACION (T2)

4.1.1 Prueba de tolerancia al herbicida PPT en el invernadero

Se evalué en invernadero la resistencia al herbicida PPT en las plantas T2. En la mayoria de

2S casos se observaron plantas tolerantes y susceptibles al PPT entre la progenie de una
a planta (Figura 14A), independientemente de la identidad de la linea. En la progenie
2e las 580 plantas T1 evaluadas, se obtuvo que 508 plantas T1 mostraron heterocigosis del
=aracter de resistencia al herbicida en la segunda generacién, 31 no germinaron y 41
servaron el caracter homocigota, para un total de 30 lineas puras T2 (Cuadro 3). Todas
plantas control (CR-5272 y CR-1821) mostraron susceptibilidad evidente al herbicida
Sigura 14A).

1.2 Germinacién de semilla T2 en campo e invernadero

Se sembrd en campo semilla T2 de 22 lineas transgénicas homocigotas. Se tomé en cuenta
@ cantidad de semilla disponible en el banco de germoplasma del CIBCM. Después de dos
emanas, se observo que la germinacion de as lineas puras en campo fue muy baja. Varié
sntre 0% y 60%. Esto mismo se observé en las parcelas con los controles no transgenicos.
as, gran parte del material sembrado se perdi6 porque gran parte de las plantas
inaron poco (Figura 14B). Por tal razon, se repitié la siembra bajo condiciones de
adero donde se obtuvo un porcentaje de germinacién que varié entre 50 y 100%. El
porcentaje de germinacion de los controles CR-5272 y CR-1821 fue cercano al 100%.
gura 15). Después de dos semanas, las plantulas mostraron un desarrollo normal con
squenias diferencias en tamafio entre los individuos de algunas lineas.



Fraccién de
plantas T2

Cultivar Linea tolerantes al

PPT
CR-1821 | AS10 59/62
CR-1821 | AS9 17/18
CR-1821 | AS19 34/35
CR-5272 | CPM1-16 23123
CR-5272 | CPM2-5 25/28
CR-5272 | CPM6E-64 B6/6
CR-5272 | CPMT7-14 1212
CR-5272 | CPM9-19 20120
CR-5272 | CPM10 T78/83
CR-5272 | CPMT73 55/55
CR-5272 | CPMBO 7575
CR-5272 | CPM103-52 22/24
CR-1821 | CP2 93/96
CR-1821 | CPA1-13 47147
CR-1821 | C37-17 a/9
CR-1821 | C375-7 18/20
CR-1821 | C31-25 2021
CR-1821 | NIT 89/103
CR-1821 | N4T 52/55
CR-1821 | N5T-9 27127
CR-1821 | NBT-24 2326
CR-1821 | N8T 131136
CR-1821 | N10OT B63/63
CR-1821 | N11T-9 31/31
CR-1821 | N16T 100/103
CR-1821 | N4S 7T
CR-1821 | N55 211/224
CR-1821 | N95-14 40/44
CR-1821 | N11S 31/31
CR-1821 | N165-7 20/23
CR-1821 | CONTROL Q72
CR-5272 | CONTROL 0/388
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adro 3. Lineas puras de una poblacién T2 de plantas transgénicas que expresan el gen
bar obtenidas de la prueba de tolerancia al PPT en invernadero




Figura 14, (A) Evaluacién en invernadero de la resistencia a PPT de plantas T2 de lineas
transgénicas de arroz que expresan el gen bar. (B) Planta T2 en campo con baja germinacion,

4.1.3 |Infeccién natural con RHBV

En la etapa de prefloracién las plantas mostraron sintomas de hoja blanca causados
por infeccion natural del RHBV. Se midio el porcentaje de infeccion en cada una de las lineas,
¥ se observo que las lineas N, es decir, las que contienen el extremo 5' del gen de la proteina
&= cubierta de RHBV, fueron en general las mas susceptibles a la infeccidn natural, mientras
ue las lineas CPM, que contienen secuencias MAR, mostraron menor incidencia de la
armedad (Figura 16). Solamente la linea CPM2-5 no mostro sintomas de infeccion viral.
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Figura 15. Porcentaje de germinacion de lineas transgénicas y variedades control en
invernadero, Alajuela.
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Figura 16. Porcentaje de infeccion con RHBV de lineas T2 en campo, Alajuela.
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4.1.4 Prueba de tolerancia al herbicida PPT en campo

Todas las lineas se asperjaron con el herbicida PPT un mes después de
establecidas en campo. Cinco dias después el efecto del herbicida fue evidente én las
tas control, mientras que todas las lineas transgénicas mostraron clara resistencia. El
&fecto del PPT se observé como una quema total de la planta (Figura 17).

Lineas .-
transgenicas

Figura 17. Lineas transgénicas y plantas control cinco dias después de ser aplicadas con
una dosis de 5mi/L de FINALE (equivalente 2 200L de mezcla por hectarea). Se
observa una clara diferencia en el efecto del herbicida sobre plantas control (der) y
las lineas transgénicas (izq. y atras).

'4.1.5 Evaluacién morfoldgica y fenolégica

El andlisis de las mediciones morfologicas y fenologicas se muestra en forma
‘separada, segun el origen de las lineas transgénicas; por grupo de transformacion, y si son
derivadas del cultivar CR-1821 6 CR-5272. Ademas se presentan separadamente, las

variables cualitativas de las variables cuantitativas.
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4.1.5.1 Variables cualita evaluadas en la u clén (T2

4.1.56.1.1 Vellosidad predomin de la ldAmina de la hoja 1

En términos generales, 91.84% de las plantas transgénicas evaluadas
presentaron vellosidad lisa, y algunas de ellas tuvieron vellosidad aspera (3.04%). Las
lineas transgénicas que presentaron pubescencia aspera (el 3.04%) y que coincidieron
con los controles fueron las lineas AS9-1, N9-1, N6-26, CPM10-39 y CPMS-19.

Las lineas con vellosidad pubescente de la mitad de la lamina hacia el apice
fueron las lineas N16-14, N1-8, CPM80-11, CPM80-3, CPM2-5, CPM1-16 y CPM10-22.
Esta caracteristica no se presenté en ninguno de los controles ya que las variedades
comerciales no transgénicas presentaron 88.89% de vellosidad aspera y solamente un
11.11% fue lisa (Anexo 1.Cuadro 4).

4.1.5.1.2 Color predominante de la lamina foliar

La coloracién de la lamina de la hoja, tanto en las lineas transgénicas como en
los controles, fue verde palido y verde. Sin embargo, se presentaron algunas lineas
transgénicas con coloracién foliar verde oscuro en un porcentaje bastante bajo (5.88%)
(Anexo 1). Los controles CR-5272 y CR-1821 presentaron tanto ldminas foliares verde
palido como verdes, pero no hojas color verde oscuro, las cuales se presentaron
solamente en las siguientes lineas: N4-6, N4-8, N4S-2, N1-8, N5-9, N6-24, N5S-18,
N55-24, N1-8, C31-25, CPM2-5.

La linea CPM80-11 present6 100% de las plantas con lamina foliar verde palido,
lo cual es interesante, ya que a nivel de campo es facil distinguir este tipo de lineas
provenientes de la variedad CR-5272, las cuales por lo general, siguen esta tendencia
de coloracion independientemente de la fertilizacion aplicada (Figura 18).
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Figura 18. Color predominante de la lamina foliar en plantas derivadas de la variedad
CR-5272 (A) y CR-1821 (B).

41513 Posicion predominante de la hoja bandera

La posicion predominante de la hoja bandera fue la semierecta. Este patron se
presentd tanto en las lineas transgénicas y las variedades comerciales. La posicion
horizontal y la descendente Unicamente se observd, aunque en baja proporcion, en las
transgénicas (6.5 y 0.19 respectivamente).

Solamente unas pocas plantas presentaron posicion erecta, fanto en las
transgénicas como en las no transgénicas.

4.1.5.1.4 Tamaiio y color predominante de las auriculas

El tamafio de las auriculas se presentd en porcentajes muy variados. Se
obtuvieron auriculas desde muy pequefias (menores a 2.1 mm) hasta muy grandes
(mayores a los 5 mm). En las lineas transgénicas el 38.9% presentd auriculas pequefias
seguidas por auriculas grandes (23.2%), mientras que en las no transgénicas cerca del
30% tuvo auriculas muy pequefias, seguidas de las pequefias (24.4%) y las grandes
(24.4%) (Anexo 1).

Se observd que el 100% de las auriculas evaluadas presents color crema, tanto
en las plantas transgénicas como en las no transgénicas (testigos).




4.1.5.1.5 orma ominante de la liqula

En las lineas transgénicas el 96.96% de las plantas presents ligula hendida
(Anexo 1). La linea CP2-14 fue la Unica que presents una planta con ligula truncada.
Las cinco plantas que presentaron ligula aguda, estuvieron representadas en las
siguientes lineas: AS10-7, AS10-4, N9-1, y CPM10-39.

Con respecto a los controles, CR-5272 presentd plantas con ligula en forma
hendida y semihendida en las plantas muestreadas, mientras que CR-1821 tuvo todas
sus 15 plantas (100%) con ligula hendida.

41518

Los controles en su mayoria no presentaron arista (93.33%), mientras que en las
plantas transgénicas cerca del 70% tuvo aristas cortas y presentes en mas del 50% de
los granos (Figura 19). Solamente 4.42% de las plantas transgénicas no presentd arista
(Anexo 1). Con respecto al tamafio de la arista, en las plantas transgénicas el 67.15%
presento arista media (entre 6 y 20 mm) y 32.85% tuvo arista corta (entre 1 y 5 mm). No
se presentaron aristas semilargas, largas o muy largas (Anexo 1). En los controles, las
tres Unicas plantas con arista tuvieron tamafio de la arista corta.

A

Figura 19. Aristado predominante de la semilla. A. Arista ausente en el control CR-
1821 B. Presencia de arista en semillas transgénicas de la variedad CR-
1821.
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Col inante del épice gque forman la lema y la palea en la

41517

Las lineas transgénicas tuvieron un 92.92% de apices color verde palido,
seguido por 5.98% café claro. Las no transgénicas tuvieron un patrén similar, 97.78%
@apices color verde palido y 2.22% café claro (Anexo 1).

Los controles no presentaron apices ni purpuras ni blanquecinos, mientras que
las transgénicas si, aunque en un porcentaje muy bajo. Las lineas con &pices color
blanquecino fueron: NS-8, C31-25, CPM10-39 y CPMB0-3. Mientras que la linea CP2-3
presentd un Unico apice plrpura (Anexo 1).

4.15.1.8 Pubescencia predominante de las glumas

Esta caracteristica difiere notablemente entre las lineas transgénicas y las no
fransgénicas. La totalidad de las plantas control (45 glumas evaluadas) presentt glumas
parcial o totalmente cubiertas con vello largo (Figura 20). Esta caracteristica no se
presentd en ninguna de las lineas transgénicas evaluadas (554) (Anexo 1).

Todas las lineas transgénicas presentaron una gran variabilidad a nivel de esta
caracteristica. Debido a que en todas ellas se observaron plantas con pubescencia en la
quilla, pubescencia hacia el apice de la lema y la palea y/o cubiertas con vello corto.
Unicamente la linea N11-9, presenté 100% de pubescencia hacia el apice de la lema y
ia palea y las lineas N1-8 y CPM10-22 las cuales tuvieron un 100% de glumas cubiertas
con vello corto.

A B.

Figura 20. Pubescencia predominante de las glumas. A. Glumas transgénicas de la
variedad CR-1821, se observa poca pubescencia B. Glumas del control
CR-1821, mayor cobertura de vellos.




4.1.51.9 Densidad predominante de la panicula

Con respecto a esta caracteristica, en los controles, el 91.11% de las plantas
presentd paniculas compactas y el 8.89% semicompactas. Ningun control presentd
densidad intermedia (Anexo 1).

Las transgénicas presentaron un 68.18% paniculas con densidad compacta,
31.22% semicompacta y un 0.6% intermedia. Las Unicas tres paniculas intermedias se
presentaron en las lineas N1-9, CPM10-38 y CPM2-5. Las plantas de las lineas N9-1,
NS5-9, N1-8 y C31-25 presentaron todas 100% paniculas compactas, al igual que el
testigo CR-5272.

4.1.5.1.10 Namero de granos vanos (estériles) en el apice de la panicula

Se observt un alto porcentaje de plantas con granos estériles en el apice de la
panicula. En general, de 551 paniculas analizadas (39 lineas transgénicas y 2
controles), 82.9% (457) presentd cuatro granos estériles en el apice de la panicula,
12.9% tres granos estériles, 3.1% dos granos estériles y 1.1% presentd un grano estéril
(Anexo 1). Se presenté el mismo patrén de un porcentaje mayor con cuatro granos
estériles, tanto en los controles como en las lineas transgénicas, (55.6% y 85.37%
respectivamente), y un menor porcentaje con un grano estéril (4.4% y 0.79%).

4.1.5.1.11 Fertilidad predominante de la panicula

La fertilidad de las paniculas en la generacién de lineas T2 fue muy baja, tanto
en las lineas transgénicas como en los controles. Del total de paniculas analizadas,
Incluyendo lineas transgénicas y controles, 88.7% (489) fueron parcialmente estériles
{menos del 50% de los granos fértiles), el 10.3% fue completamente estéril (0% de
granos fértiles) y solamente un 0.9% fue parcialmente fértil (50% a 71% de granos
iH@l‘tilia-'.s.} (Anexo 1). Ni las lineas transgénicas ni los controles presentaron paniculas muy
feértiles o fértiles.



38

4.1.5.1.12 Desgranado predominante de la panicula

Esta caracteristica fue similar tanto para las lineas transgénicas como para las
variedades comerciales. El 100% de los controles presentd desgrane dificil. En las
lineas transgénicas el 95.65% presentaron desgrane dificll, 4.15% moderadamente
dificil y 0.2% intermedio. Ni las transgénicas ni los controles tuvieron desgrane
moderadamente susceptible y/o susceptible (Anexo 1).

415113 Color de las glumas fértiles (lema y pélea) del grano apical de la

Janicule

Con respecto a la coloraciéon que presentan las glumas fértiles del grano apical
ge la panicula, se observé gran variabilidad tanto en las lineas transgénicas como en
los controles. En las lineas transgénicas el color de las glumas que presento un mayor
orcentaje fue el café amarillento (64.26%), mientras que en los controles fue el de
cos dorados sobre fondo pajizo (77.8%) (Anexo 1).

Algo interesante de resaltar fue que de los siete colores que muestra dicho
@escriptor varietal, se observé que en las variedades comerciales no transgénicas, no
=& presentaron glumas fértiles de color plrpura, ni café rojizo o parpura, ni tampoco
as con manchas purpura sobre fondo pajizo, a diferencia de las lineas transgénicas
inexo 2).

1.5.1.14 Habito predominante de crecimiento

Las lineas transgénicas y las no transgénicas mostraron habitos de crecimiento
_' lares. Las transgénicas presentaron en su mayoria crecimiento intermedio (38.2%) y
mierecto (37.6%), y los testigos tuvieron crecimiento intermedio (48.9%) y abierto
28.7%) (Anexo 1). En ambas plantas (transgénicas y testigos) se presentaron los cinco
os de habitos de crecimientos para dicho descriptor varietal.

L1.5.1.15 Capacidad predominante de macollamiento

La capacidad de macollamiento de las lineas transgénicas y los testigos fue
e muy prolifera (mas de 20 hijos) y buena (de 15 a 19 hijos) en general (Anexo 1).
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Se observd que las lineas transgénicas tuvieron un 10.5% de macollamiento muy pobre
(menos de 7 hijos), el cual no se presentd en las variedades comerciales. Sin embargo,
es importante destacar que las lineas transgénicas aunque producen menos hijos que
los testigos, poseen mayor proporcién de paniculas por tallo que las plantas no
transgénicas.

4.1.5.1.16 Resistencia predominante al acame

Con respecto a la resistencia al volcamiento de las plantas, se observé que el
99.3% de plantas evaluadas para esta caracteristica no mostré acame y solamente el
0.7% no conservé su posicion original (Anexo 1). El 100% de los testigos no
transgenicos no presentd volcamiento.

En las plantas transgénicas un 99.21% no se volcd, mientras que un 0.79%
{cuatro plantas) si. Las lineas que tuvieron plantas sin resistencia al acame fueron:
CP2-12 (dos plantas), N9-10 (una planta), CPMB0-3 (una planta).

4.1.51.17 Exercion predominante de la panicula

La exercion de la panicula presenté un comportamiento distinto entre las lineas
transgénicas y las variedades comerciales. De las 551 plantas evaluadas, se observo
que el 62.97% presentaron exercién del tipo incluida (nudo ciliar cubierto por la vaina de
la hoja bandera) lo cual puede afectar en gran medida su produccién, 23.60%
emergente (nudo ciliar por encima de |a vaina de Ia hoja bandera) y 13.43% coincidente
{cuando el nudo ciliar coincide con la zona de unién de la hoja bandera). Todas las
plantas control evaluadas (45), tanto de la vanedad CR-5272 como CR-1821
presentaron exercion incluida. Ninguna presentd exercién emergente, ni coincidente, lo
cual, si se observé en las lineas transgénicas (Figura 21).




Numero de plantas con exercion de la panicula

Figura 21.
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Namero de plantas con exercién incluida, coincidente o emergida de las
plantas evaluadas en la generacion T2, Alajuela.



41.5.2 Variables cuantitativas evaluadas en la sequnda generacién (T2)

4.1.5.21 Diasa oracién (“panzoneo”

En términos generales, los dias a prefloracién, observados entre los grupos de
lineas transgénicas y variedades comerciales se presento en un ambito comprendido
entre los 103 dias y 125 dias. De los cinco grupos de lineas transgenicas, segun su
estrategia de transformacion (CP, AS, N, Cy CPM), el grupo CPM “panzonec” a los 119
dias en promedio, AS y C a los 120 dias, CP a los 121 dias y N a los 125 dias. Con
respecto a las variedades comerciales, CR-5272 tardo en promedio 103 dias y fue el
mas precoz de todos los grupos (transgénicas y no transgénicas); mientras que CR-
1821 “panzoneo” a los 118 dias (Figura 22, anexo 2).

Con respecto a los dias que tardaron las plantas para alcanzar su estado de

prefloracion se presentd una situacion algo retrasada a lo normalmente esperado.
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Figura 22. Namero promedio de dias a prefloracion segin grupo de transformacion,
segunda generacion (T2), Alajuela.
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4.1.5.2.2 Dias a antesis

Los dias a antesis (dias transcurridos entre la siembra y el momento en que
aparecieron las primeras anteras en el 50% de la poblacién evaluada) se presentaron
muy seguidos a los dias a prefloracién; y practicamente ceincidio con esta.

De las lineas transgénicas, el grupo que alcanzd la antesis de primero fue CPM
a los 119 dias en promedio, posteriormente el grupo AS a los 120 dias, C alos 121, CP
a los 124 dias y N a los 125 dias (Anexo 2). Por otra parte, los controles CR-5272 y CR-
1821 llegaron a la madurez a los 110 y 124 dias respectivamente.

4.1.5.2.3 Duracion de la antesis

La duracién de la antesis (dias transcurridos desde la aparicion de las primeras
anteras en el 50% de la plantas hasta la aparicién de las anteras en la ultima planta de
la poblacién) fue muy similar entre las lineas transgénicas y las variedades no
transformadas. Los grupos CPM, C y N duraron 20 dias en antesis; CP, CR-5272y CR-
1821 22 dias y AS 23 dias (Anexo 2).

4.1.5.2.4 Dias a |la madurez

Los dias a la madurez se presentaron en un émbito variade, tanto entre las
lineas transgénicas como en los controles. Los primeros dos grupos de las lineas
transgénicas en alcanzar la madurez fueron AS y C, a los 142 y 143 dias
respectivamente, seguido por CPM a los 146 dias, CP alos 149 dias y N a los 154 dias
{Anexo 2). Los controles maduraron mas tempranamente; CR-5272 a los 124 dias ¥
CR-1821 a los 138 dias.

4.1.5.25 Altura de la planta

La altura de la planta fue una de las variables que evidencio diferencias
significativas entre las lineas transgénicas y las variedades comerciales. Las lineas con
el extremo 3' del gen de la proteina de capside del RHBV (grupo C), fueron las que
presentaron mayor tamafio (84.19cm en promedio); seguidas por las lineas N con
76.46cm, AS con 72.56cm, CP con 71.67cm y CPM con 61.80cm (Anexo 2). Las
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variedades CR-5272 y CR-1821 presentaron alturas bastante menores a las lineas
fransgenicas, 33.63cm y 26.27cm en promedio respectivamente; alturas muy por debajo
de lo esperado para las variedades (entre 50 y 60 cm).

Por ofra parte, si se comparan las lineas transgénicas que integran los grupos
CP, AS, N y C individualmente contra su progenitor comercial no transgénico CR-1821
se puede observar que la linea mas alta fue C375-7 con 93.20cm y la mas baja N9-7
(57.30cm) (Anexo 3) (Figura 23).

Al comparar las lineas CPM contra CR-5272 (Figura 24), se observa que
CPM80-4 es la mas alta (83.81cm en promedio) y CPM2-5 la mas baja (47.25 cm); sin
embargo, en ambos casos (CR-1821 y CR-5272), siguen siendo mas altas las
fransgeénicas que las variedades comerciales.

Segun los analisis estadisticos, dentro de los cinco grupos de transformacion el
grupo CP y AS no presentaron diferencias significativas en altura de la planta (p>a)
{p=0.186 y p=0.163), mientras que C, CPM y N si presentaron diferencias significativas
(p=0.000). Por otra parte, entre todos los grupos de transformacion, se présentaron
diferencias significativas (p=0.000) (Anexo 4).

El analisis de contrastes revelé que los grupos de lineas transgénicas y los
controles son significativamente diferentes en la altura (p=0.000).
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Figura 23. Altura promedio de lineas transgénicas de aroz T2 derivadas de la
variedad CR-1821, Alajuela.
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41.5.26 Longitud de la lamina de la hoja bandera

La longitud de la lamina foliar, asi como el ancho de la hoja es de suma
importancia en términos de produccién, ya que de ello dependera el llenado del grano
de |a panicula,

Los grupos de lineas transgénicas N, C y CP presentaron 28cm de longitud de
la hoja en promedio, mientras que en AS y CPM fue de 2477 y 2441cm
respectivamente. Los controles presentaron hojas mas cortas, con diferencias de 5 y
10cm con respecto a los grupos de lineas transgénicas (Anexo 2).

Con respecto a las lineas transgénicas provenientes de CR-1821, la que

presentd mayor longitud de la hoja en promedio fue N4S-2 (35.22cm) y la mas corta fue
- AS10-7 con 22.83cm (Figura 25). De la variedad CR-5272, la linea con mayor longitud
de la lamina fue CPMB0-4 (29.48cm) v la de menor longitud con 19.91cm fue CPM10-22
(Figura 26). Cabe sefialar que dentro de la variedad CR-5272 se nota que Ias lineas
' CPMBO (11, 3 y 4) tienen mayor longitud promedio de la hoja, asi como también de
altura, que las plantas de las lineas CMP1, CPM10, CPM2 y CPM ¢ (Figura 26).
Dentro de los cinco grupos de transformacién solamente el grupo CPM presento
 diferencias significativas (p=0.000); los grupos CP, AS, C y N no presentaron diferencias
significativas en la longitud de la hoja (p=0.652, p=0.280, p=0.140 y p=0.138
respectivamente). Entre los grupos de transformacion, se presentaron diferencias
significativas (p=0.000) (Anexo 4). Los grupos de lineas transgénicas y los controles son
significativamente diferentes en la longitud de la hoja (p=0.000).
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4.1.5.2.7 Ancho de la lamina de la hoja bandera

Como se mencioné anteriormente, el ancho de la hoja al igual que su longitud,
estan directamente relacionados con el llenado del grano. Al comparar los grupos de
lineas transgénicas se observa que siguen el mismo patrén que se presentd con la
altura. El grupo C presenté mayor ancho (1.83cm), de forma descendente le siguen los
grupos N (1.81cm), AS (1.79¢m), CP (1.74cm) y CPM (1.61cm). Por otro lado, los
controles no transgénicos CR-5272 y CR-1821 presentaron anchos de hoja de 1.45cm y
1.37cm en promedio respectivamente (Anexo 2).

De las lineas que provienen de la variedad CR-1821 se observé que la linea con
mayor y menor ancho de hoja fue N6-26 (2.11cm) y NS-7 (1.38cm) respectivamente
(Figura 27). La linea transgénica proveniente de la variedad CR-5272 que presento
mayor ancho fue CPM80-11 (1.82cm) y la de menor ancho de la hoja fue CPM10-39
(1.42cm) (Figura 28).

Con respecto al ancho de la hoja se observo gran variabilidad, tanto dentro como
entre los grupos. Dentro de los grupos de transformacion todos presentaron diferencias
significativas (p<a), a un nivel de 1% en AS CPMy N (p=0.000), y de 5% en CP (0.047)
y C (p=0.000). Entre los grupos de transformacion, se presentaron diferencias
significativas (p=0.000) (Anexo 4). Para el ancho de la hoja, los grupos de lineas
transgénicas y los controles son significativamente diferentes a un nivel 2% (p=0.000).
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Figura 27. Ancho promedio de la hoja bandera de lineas transgénicas de arroz T2

Figura 28. Ancho promedio de la hoja bandera de lineas transgénicas de arroz T2
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4.1.5.2.8 Longitud de la panicula

En términos generales, los grupos de lineas transgénicas siguen presentando el
mismo patrén que se observé en la altura y ancho de la hoja. El grupo C presenta la
mayor longitud de la panicula (26.03cm), seguida por las lineas N (24.69cm), AS
(24.29cm), CP (23.78cm) y CPM (23.13cm). CR-5272 y CR-1821 presentan longitudes
de panicula menores (21.15 y 17.89cm respectivamente) (Anexo 2).

La linea C37S-7 presentd la mayor longitud de la panicula (27.06cm), misma
linea que habia sido la mas alta; mientras que la menor longitud de la panicula la
presentd N1-8 con 20.98cm para las lineas derivadas de CR-1821 (Figura 29). Por otro
lado, es interesante observar como las lineas CPM80-4 y CPM2-5 de la variedad CR-
5272, tuvieron mayor y menor longitud de la panicula (25.80 y 20.73cm
respectivamente) siguiendo el mismo patrén que se presento con la altura en dichas
lineas (Figura 30).

Dentro de los grupos de transformacién presentaron diferencias significativas C
(0.002) y CPM (p=0.000) a un nivel de 1% y CP (0.027) al 5%. Los grupos AS y N no
presentaron diferencias significativas en la longitud de la panicula (p=0.087 y p=0.082).
Entre los arupos de transformacion, se presentaron diferencias (p=0.000) (Anexo 4). Los
grupos de lineas transgénicas y los controles son significativamente diferentes en la
longitud de la panicula a un nivel 1% (p<a).
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41.5.29 Namero de ramificaciones de la panicula

La caracteristica ramificaciones de la panicula fue significativamente diferente
entre las lineas transgénicas y las variedades comerciales (p=0.000). Los dos grupos de
lineas transformadas que presentaron mas ramificaciones en promedio fueron CP y N
con 20 ramificaciones, seguido por C (19.45 ramificaciones), AS (18.18 ramificaciones )
y CPM (17.41 ramificaciones). Los controles por su parte, presentaron 9.50 y 7.67
ramificaciones en promedio para CR-5272 y CR-1821 respectivamente (Anexo 2).

La linea transformada de la variedad CR-1821 que tuvo menor nimero de
ramificaciones promedio (16.80) fue AS10-7, sin embargo dicha linea presentd mas del
doble de ramificaciones que su variedad madre (CR-1821). Esta misma linea presento
ademas menor longitud de la hoja; lo cual es una relacion bastante valida, ya que como
se menciond anteriormente tanto la longitud como el ancho de la hoja tienen estrecha
relacién con las caracteristicas de produccién. La linea con mayor numero de
ramificaciones (22.33) fue N11S-1(Figura 31).

En las lineas transgénicas de la variedad CR-5272, CPM80-3 presento mayor
nimero de ramificaciones promedio (19.67), mientras que CPM1-16 manifestd menor
cantidad de ramificaciones (14.07), aunque en mayor numero que el control (9.50
ramificaciones en promedio) (Figura 32).

Dentro de los grupos de transformacién presentaron diferencias significativas
CPM a un nivel de 1% (p=0.000) y CP (0.024), AS (0.027) y C (p=0.067) al 5%. El grupo
N no presenté diferencias significativas (p=0.066). Entre los grupos de transformacion,
las diferencias fueron de 1% (p=0.000) (Anexo 4).

Esta caracteristica, al igual que todas las que tienen relacion con produccion son
de suma importancia en este estudio, ya que como se observa, las lineas transgénicas
tienen mayor ventaja que las variedades no transformadas; lo anterior, debide a que
tienen longitudes de panicula mayores, mas nimero de ramificaciones por panicula y a
su vez producen mayor nimero de granos como se presentara mas adelante.
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4.1.5.2.10 Ndmero de granos vanos y lienos de la panicula

Los grupos de plantas transformadas asi como las variedades comerciales
presentaron una significativa tendencia a producir en promedio mayor nimero de
granos vanos y menor cantidad de granos llenos (Anexo 2). Sin embargo, a pesar de las
malas condiciones, los grupos de lineas transgénicas produjeron mas numero de
granos totales que las variedades comerciales (Figura 33,34 y 35).

Las lineas trangénicas de la variedad CR-1821 que presentaron mayor y menor
nimero de granos vanos respectivamente fueron N11S-1 (304.67 granos vanos) y
AS10-7 (140.13 granos vanos). Por otro lado, las lineas de dicha variedad que tuvieron
mayor y menor nimero de granos llenos respectivamente fueron AS10-4 (44.93 granos
llenos) y N16-20 (1.67 granos llenos) (Figura 36).

Con respecto a la variedad CR-5272, las lineas con mayor y menor cantidad de
granos vanos promedio fueron respectivamente CPM80-11 (234 granos) y CPM10-39
(116.38 granos). Las lineas de la variedad CR-5272 con mayor y menor cantidad de
granos llenos promedio (41.60 y 8.07 granos) fueron respectivamente CPM80-3 y
CPM2-5 (Figura 37).

Para esta caracteristica, el andlisis estadistico se dividié en dos, tomando el
numero de granos vanos por un lado y por otro, el nimero de grancs llenos.

Con respecto a los granos vanos, dentro de los grupos de transformacién se
presentaron diferencias significativas a un nivel de 1% (p<a) en el grupo N (p=0.002) y
CPM (0.000); mientras que en CP fue del 5% (p=0.031). AS y C no presentaron
diferencias significativas (p=0.091 y p=0.163 respectivamente). Entre los grupos de
transformacién, las diferencias fueron de 1% (p=0.000) (Anexo 4). Los grupos de lineas
fransgénicas y los controles son significativamente diferentes (p=0.000).

Por otra parte, los granos llenos presentaron dentro de los grupos de
transformacion se presentaron diferencias significativas a un nivel de 1% (p<a) en el
grupo N y CPM (p=0.000); de la misma forma que se presentd para los granos vanos,
mientras que en CP (0.018) y AS (0.05) fue del 5%. El grupo C no presentd diferencias
significativas (p=0.823). Entre los grupos de transformacién, las diferencias fueron de
1% (p=0.000) (Anexo 4). Los grupos de lineas transgénicas y los controles fueron
significativamente diferentes a un nivel 1% (p<a), excepto en los grupos CP y N, en los
cuales no se dieron diferencias significativas (p>a).
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Figura 33. Numero total de granos promedio de la panicula de lineas transgénicas de
arroz T2 segun grupo de transformacion, Alajuela.
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Figura 34. Numero total de granos promedio de la panicula de lineas transgénicas de
arroz T2 derivadas de la variedad CR-1821, Alajuela.
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transgénicas de arroz T2 derivadas de la variedad CR-5272, Alajuela.

4.1.5.2.11 Longitud, ancho y espesor de la semilla

La longitud, ancho y espesor de la semilla para las lineas de las variedades CR-
1821 y CR-5272 se muestran en las figuras 38 y 39 respectivamente. No existen
diferencias significativas entre las plantas transgénicas y las variedades comerciales.
Sin embargo, en el control CR-1821 se nota una leve diferencia, presenta menar
medida de dichas caracteristicas con respecto a las lineas transformadas.

Basados en todas las mediciones que se describieron en esta seccion de
resultados, para la segunda generacion, (resistencia al herbicida fosfinotricina,
resistencia al virus de la hoja blanca, y todas las caracteristicas agronomicas
mencionadas anteriormente) se seleccionaron las mejores lineas para la siguiente
generacion (T3) (Cuadro 8)
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Figura 38.
de arroz T2 derivadas de la variedad CR-1821, Alajuela.
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Figura 39. Longitud, ancho y espesor promedio de la semilla de lineas transgenicas
de arroz T2 derivadas de la variedad CR-5272, Alajuela.
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Cuadro 8. Lineas transgénicas de arroz T2 seleccionadas
para realizar la tercera evaluacion de campo
en Guapiles, 1-2003.

Variedad Lineas T2 Lineas T2
evaluadas seleccionadas

CR-1821 CP2-12
CP2-3
CP2-14
ASS-1
AS10-7 AS10-7
AS10-4 AS10-4
AS10-20 |
N9-10 !
N§-7 '
N9-8
Ng-1
N4-6
N11-8
N4-8
N45-2 .
N10-2
NB-1
N5-9
NSS-14
N1-1
N16-20
N16-14
N115-1
NE-24
N5S-18
N55-24
N1-8
C31-25
C375-7 C375-7
CR-5272 CPM10-39
CPMB0-11 CPM80-11
CPMBD-3
CPM3-19
CPM10-14 CPM10-14
CPM2-5
CPM1-16
CPMB0-4 CPMB0-4
CPM10-22 CPM10-22
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4.1.6 Analisis de conglomerados

El analisis de conglomerados se definid para siete grupos, debido a que se
evaluaron siete grupos, cinco transgénicos (AS, N, C, CP y CPM) y dos controles (CR-
1821 y CR-5272).

Los resultados de dicho anélisis muestran cémo estan integrados cada uno de
los siete grupos. El primero, esta integrado principalmente por lineas N, una linea CPM
(CPMB0-4) y dos de las tres lineas CP (CP2-3 y CP2-12); el segundo grupo lo integran
exclusivamente las lineas N; el tercero, dos lineas N (N1-8 y N1-8) y una CPM (CPM2-
5), el cuarto por lineas CPM y uno de los dos controles de CR-5272 lo cual es bastante
légico ya que las lineas CPM derivan de dicho control; el guinto grupo, esta
representado Unicamente por los dos controles (CR-1821 y CR-5272), &l sexio grupo
por las lineas AS, algunas CPM (CPM8-19 y CPMB0-3), una linea CP (CP2-14) yuna C
(C31-25) y por Gltimo, el sétimo grupo exclusivamente por |a linea C375-7.

Los grupos al irse reduciendo a seis, cinco, cuatro, etc, hasta llegar a dos grupos
se van integrando de forma completa o compacta al grupo con las siete caracteristicas
de produccién mas similares a las suyas (Figura 40).

Se han descrito los resultados de todas las caracteristicas para las plantas
evaluadas en la sequnda generacién. Incluyendo su analisis descriptivo, sus pruebas
estadisticas de analisis de variancia para observar las diferencias dentro y entre las
lineas; y los contrastes para definir las diferencias entre transgénicas y controles,
especificamente para las siete caracteristicas de produccién; ademas del analisis de
conglomerados. Seguidamente se describen los resultados en Ia tercera generacion.
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4.2 TERCERA GENERACION (T3)

4.21 Resistencia al herbicida PPT

Se evalud la resistencia al herbicida PPT en las lineas transgénicas y en plantas
de las variedades CR-5272 y CR-1821 siete dias después de ser asperjadas con una
solucion del herbicida FINALE, Se observd una clara diferencia entre la respuesta de las
lineas transgénicas (figura 41A) y las variedades control (figura 41B), ya que en las
primeras, la mayoria de las plantas no mostraron dafio por el herbicida como clorosis o
poco crecimiento, mientras que en las parcelas control predoeminé la necrosis y detencidn

del desarrollo causada por el PPT.

Figura 41. A) Lineas transgénicas una semana después de la aplicacion de FINALE. B)
Plantas de la variedad CR-1821 una semana después de la aplicacion de FINALE la
mitad de la parcela se mantuvo sin aplicacién con el fin de evidenciar el efecto del
herbicida.

Sin embargo, algunas plantas de las lineas transgeénicas mostraron
susceptibilidad al herbicida. Estas plantas fueron eliminadas con el fin de no
considerarlas en las siguientes evaluaciones y no colectar su semilla, en caso de que
lograran madurar y desarrollar paniculas viables. En total, 26 lineas transgénicas
(40,6%) segregaron el caracter de resistencia al herbicida, es decir, que mostraron
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plantas susceptibles y plantas resistentes. Mientras que 38 lineas (59 4%) no segregaron
la caracteristica de resistencia.

4.2.2 Resistencia a infeccién natural de RHBV

Se evaluo la respuesta de las lineas transgénicas a la infeccion natural por el
virus de la hoja blanca (RHBV) causada por una poblacion natural del insecto vector,
Tagosodes orizicolus. Aunque los primeros sintomas se observaron dos semanas
después de la siembra, la evaluacion se realizoé cuando las plantas tenian dos meses de
edad, con el fin de registrar los niveles mas altos de infeccion. Las lineas y variedades
control se clasificaron en cinco categorias, segun el porcentaje de infeccion que
presentaron: 0% de infeccion, 10% de infeccion, 25% de infeccion, 50% de infeccion,
75% de infeccion y 100% de infeccion (figuras 42 a 45).
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Figura 42. Porcentaje de infeccién por RHBV en lineas transgénicas AS10, Guapiles.
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Figura 43. Porcentaje de infeccién por RHBV en lineas transgénicas C37S-7, Guapiles.
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Figura 44. Porcentaje de infeccion por RHBV en lineas transgénicas CPM80, Guapiles.
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Figura 45. Porcentaje de infeccion por RHBV en lineas transgénicas CPM10, Guapiles.

La mayoria de las lineas y el total de las plantas control de las variedades CR-

9272 y CR-1821 mostraron grados de infeccién entre 10 y 50%. Solamente la linea
AS10-7-14 no mostré sintomas durante el periodo en que se desarrollé el ensayo.

La distribucion de la hoja blanca en el ensayo no fue homogénea, sino que se

presento en parches definidos, fenémeno que se observa también en las plantaciones

comerciales de arroz.

4.23  Evaluacién morfolégica y fenolégica
4.2.3.1 Variables cualitativas evaluadas en la tercera generacién (T3)

4.2.3.1.1 Capacidad predominante de macollamiento

En términos generales (incluyendo plantas transgénicas y testigos) se observé
poco macollamiento. De las 721 plantas evaluadas, 77 4% presentd una capacidad de
macollamiento muy pobre (menos de siete hijos), segtn el descriptor. El mismo patrén
se observo especificamente en las lineas transgénicas (donde el 79.76% produjo
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menos de siete hijos) y en los testigos (48.1% presentd macollamiento muy pobre)
(Anexo 5). Este caracter es muy variable, ya que los factores ambientales lo afectan
considerablemente.

4.23.1.2 Resistencia predominante al acame

En las lineas transgénicas, 84.2% de las plantas conservé su posicién original y
no presentd volcamiento, mientras que el restante 15.8% si presenté problemas de
volcamiento. Las lineas que no conservaron su posicién original (15.8%) y que tuvieron
al menos una planta que se volco de las diez evaluadas fueron :AS10-4-(1, 4, 8, 11, 15,
19, 20); AS10-7-(6, 9, 10, 12, 14); C375-7-(1, 3, 4, 8, 14); CPM10-14-(4,5,6,8,13);
CPM10-22-(1, 5, 7, 10); CPMB0-4-13; CPMB0-11-(5, 7).

Con respecto a los testigos, el 100% mantuvo su posicién original (Anexo 5).

4.2.3.1.3 Niamero de granos vanos (estériles) en el dpice de la panicula

La caracteristica, nimero de granos vanos en el apice de la panicula reflejé un
resultado contrario al de la generacién T2, en la que se presentd mayor esterilidad. De
316 paniculas analizadas en total (incluyendo transgénicas y testigos), 47.8%
presentaron un grano estéril en el apice de la panicula, 28.5% dos granos estériles,
21.8% presentt todos los granos fértiles (opcion que no se presenté en la T2), 1.6%
presento tres granos estériles y solamente el 0.3% (una panicula) tubo cuatro granos
estériles (Anexo 5). El mismo patron se presentd en las lineas transgénicas (19.2%
presento todos los granos fertiles, 47.4% presento un grano estéril, 31.2% dos granos
estériles, 1.8% tres granos estériles y solamente 0.4% cuatro granos estériles) y en los
controles no fransgénicos; un porcentaje mayor con uno y dos granos estériles y un
menor porcentaje con tres granos estériles.

42314 Exercién predominante de la panicula
En la generacién T3 se presentd una situacién inversa a la observada en la

generacion T2 con respecto a la exercion de la panicula. En la T2 la mayor parte de las
plantas tuvieron paniculas incluidas, mientras que en la T3 el 93.34% de las plantas
evaluadas presentd exercién emergida, 3.46% coincidente y 3.2 incluida. De igual
manera, los controles se comportaron de forma diferente al de los de la generacion T2;
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CR-5272 presentd plantas con exercion incluida y emergente, mientras que CR-1821
presentd plantas con exercion coincidente y emergente (Figura 46).

Si comparamos la exercion de la panicula, en las generaciones T2 y T3, se
puede decir que dicho caracter es bastante variable dependiendo de las condiciones
ambientales en que se desarrolle |a planta.
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Figura 46. Numero de plantas con exercion incluida, coincidente o emergida de las
plantas evaluadas en la generacién T3, Guapiles.
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4.2.3.2 Varia cuantitativas evaluadas tercera generacién

42321 Al medio de la plan

En términos generales, al igual que en la generacion T2, las lineas transgénicas
de la generacién T3 presentaron mayor altura que las variedades comerciales no
transgénicas y practicamente les duplican el tamario a los controles. Con respecto a los
grupos de lineas, la linea C fue la mas alta (133.36cm en promedio), seguida por las
lineas AS (114.35cm) y CPM (111.72cm). Los controles CR-5272 y CR-1821 tuvieron
alturas mucho menores, 66.93cm y 60.30cm respectivamente (Anexo 6).

Las lineas derivadas de la variedad CR-1821 presentaron alturas mayores a las
lineas derivadas de CR-5272. Las lineas C375-7-9 y AS10-4-7 de la variedad CR-1821
presentaron la mayor (141.09cm) y menor (9247cm) altura de la planta
respectivamente para dicha variedad; ademas se observa gran variabilidad de alturas
dentro de los grupos (Anexo 7) (Figura 47).

Por otra parte, de las lineas descendientes de la variedad CR-5272, en la linea
que se observo mayor altura promedio fue CPM80-4-6 con 133cm y la linea méas baja
fue CPM10-14-1 (94.62cm). Igual que las lineas provenientes de CR-1821, las de CR-
5272 presentaron variabilidad en su altura (Figura 48).

Segun los analisis estadisticos en la T3, dentro de los tres grupos de
transformacién (AS, C y CPM) todos presentaron diferencias significativas (p=0.000,
p=0.001 y p=0.000 respectivamente). Por otra lado, entre los grupos de transformacion,
se presentd la misma situacion, diferencias significativas a un nivel de 1% (p=0.000)
{Anexo 8).

El analisis de contrastes revelé que los grupos de lineas transgénicas y los
controles son significativamente diferentes en la altura a un nivel de 1% (p=0.000).




Figura'47.

Figura 48, Altura promedioc de lineas transgénicas de arroz T3 derivadas de la
variedad CR-5272, Guapiles.
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4.23.2.2 Longitud promedio de la lamina de la hoja bandera

La longitud y ancho de la hoja son determinantes en las caracleristicas de
produccion debido a que definen el area fotosintética de la planta. De los grupos de
lineas segun su estrategia de transformacion, el grupo C presentd longitudes de hoja
ayores (43.21cm en promedio) que CPM (38.45cm) y AS (33.75cm); por su parte, los
controles CR-5272 y CR-1821 presentaron menores longitudes de hoja, 24.10 y
0. 17cm respectivamente (Anexo B).

La linea transgénica derivada de la variedad CR-1821 con mayor longitud
‘promedio de la hoja fue C375-7-8 (51.56cm), y la linea con menor longitud fue AS10-4-
(18.36cm), misma linea que presentd la menor altura. Se observo significativa
‘variabilidad de longitudes de hoja dentro de cada uno de los grupos AS (p=0.000) y C
p=0.001) (Figura 49), de la misma forma que se presenté para la altura. Por otro lado,
Yas lineas derivadas de la variedad CR-5272 no tuvieron diferencias significativas
{p=0 068) (Anexo 8). La linea CPM80-4-6 presentd mayor longitud de la hoja (51.10cm)
'y a su vez, habia sido la linea mas alta de dicha variedad; CPM80-4-5 fue la de menor
Jongitud de la hoja (31.47cm) (Figura 50).

Entre los grupos de transformacién, se presentaron diferencias significativas
p=0.000) (Anexo 8). Los grupos de lineas transgénicas y los controles son
significativamente diferentes en la longitud de la hoja (p=0.000).




Figura 49.

Figura 50.
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Longitud promedio de la hoja bandera de lineas transgénicas de arroz T3
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4.2.3.2.3 Ancho promedio de la lamina de |a hoja bandera

Con respecto a los grupos de transformacién (C, AS y CPM), en relacién al
ancho de la lamina de la hoja bandera, todos presentaron diferencias significativas
(p=0.000, p=0.000 y p=0.003 respectivamente), dentro de los grupos. De la misma
manera, entre los grupos de transformacion, también se presentaron diferencias
significativas (p=0.000) (Anexo 8).

El anélisis de contrastes revelé que los grupos de lineas transgénicas vy los
controles son significativamente diferentes (p=0.000). Las variedades comerciales
tuvieron anchos de hoja menores a las lineas transgénicas (Anexo ).

Las lineas C37S-7-2 y AS10-4-8 derivadas de la variedad CR-1821, presentaron
el mayor y menor anche de la hoja (2.69 y 1.8cm respectivamente) (Figura 51), mientras
que de la variedad CR-5272, las lineas CPM80-4-6 y CPM10-22-10 presentaron anchos
de mia de 2.54 y 1.95 cm respectivamente (Figura 50). Las diferencias en el ancho de
la hoja entre las lineas CR-5272 es de aproximadamente 6 mm y @ mm en ias lineas de
CR-1821 (Anexo 7).

Para las lineas de ambas variedades (CR-5272 y CR-1821) se sigue refiejando
el mismo patrén de variabilidad de las lineas dentro de los grupos (Figuras 51 y 52).
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3.5

Ancho promedio de la hoja bandera {em)
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Figura 51. Ancho promedio de la hoja bandera de lineas transgénicas de arroz T3
derivadas de la variedad CR-1821, Guapiles.
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Figura 52. Ancho promedio de la hoja bandera de lineas transgénicas de arroz T3
derivadas de la variedad CR-5272, Guapiles.




4.23.24 Longitud y nimero de ramificaciones promedio de la panicula

En esta caracteristica, al igual que las descritas anteriormente, se observa gran
variabilidad de las lineas dentro de cada grupo de transformacion. En términos de
grupos de lineas transgénicas, C presentd la mayor longitud de la panicula (32.48cm),
seguido de CPM (27.49cm) y AS (27.26cm). Las variedades no transgénicas
presentaron longitudes de panicula menores, 23.07cm y 21.47cm para CR-5272 y CR-
1821 respectivamente (Anexo 6).

Las lineas derivadas de la variedad CR-1821, con mayor y menor longitud de
panicula fueron: C37S-7-8 (37.87 cm) y AS10-4-16 (23.04 cm) (Anexo 7). (Figura 53).
Las lineas derivadas de la variedad CR-5272, con mayor y menor longitud de panicula
fueron: CPMB0-4-6 y CPM10-14-5 (Figura 54).

Dentro de los grupos de transformacién presentaron diferencias significativas AS
{p:l‘.‘.l,uuﬁ} y C (p=0.001)). El grupo CPM no presentd diferencias significativas en la
longitud de la panicula (p=0.058). Entre los grupos de transformacion, las diferencias
fueron de 1% (p=0.000) (Anexo 8). Los grupos de lineas transgénicas y los confroles
son significativamente diferentes en la longitud de la panicula (p=0.000).
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Figura 53. Longitud promedio de la panicula de lineas transgénicas de amoz T3
derivadas de la variedad CR-1821, Guapiles.
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Figura 54. Longitud promedio de la panicula de lineas transgénicas de arroz T3
derivadas de la variedad CR-5272, Guapiles.
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Por otro parte, el nimero de ramificaciones promedio de la panicula no se midié
en todas las lineas (Anexo 7), ya que muchas de las lineas se habian descartado, por
sus caracteristicas desfavorables, principaimente por volcamiento, susceptibilidad al
herbicida o al RHBV, una de ellas fue la linea del grupo C.

En general, los grupos de lineas transgénicas derivadas, tanto de la variedad
CR-1821 como CR-5272 poseen mas ramificaciones que las variedades comerciales
(Anexo 6).

En las figuras 55 y 56 se muestra el niumero de ramificaciones presentes en las
lineas a las que se les midid dicho caracter. Las variedades comerciales no
transgénicas, presentaron menor nimero de ramificaciones. Las lineas AS10-4-10 y
AS10-4-1 presentaron el mayor y menor nimero de ramificaciones promedio de la
panicula (24.80 y 15.60) respectivamente, para la variedad CR-1821. Por otro lado, las
lineas de la variedad CR-5272 con mayor y menor nimero de ramificaciones de la
panicula fueron: CPM10-14-6 (25.70) y CPM10-14-3 (20 ramificaciones) (Figuras 55 y
56).

Dentro de los grupos de transformacién todos presentaron diferencias
significativas, AS a un nivel de 1% (p=0.000) y CPM al 5% (p=0.025) (Anexo 8). Entre
los grupos de transformacion, hubo diferencias significativas (p=0.000). Los grupos de
lineas transgénicas y los controles fueron significativamente diferentes en la longitud de
la panicula a un nivel 1% (p<a).
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Figura 56. Numero promedio de ramificaciones de la panicula de lineas transgénicas
de arroz T3 derivadas de la variedad CR-5272, Guapiles.



4.2.3.2.5 Nimero io de granos vanos y llenos de la panicula

El nimero de granos totales (granos vanos + granos llenos) en las lineas
transgénicas fue significativamente mayor que en las variedades comerciales no
transformadas, independientemente de la variedad de la que provienen (Anexo 6).

Las lineas transgénicas a las que se les midio esta caracteristica, reflejaron una
situacién inversa a la observada en la segunda generacion en Alajuela.

En Guapiles (T3) el nimero de granos llenos fue mucho mayor al nimero de
granos vanos, tanto para las lineas transgénicas derivadas de la variedad CR-1821
(Figura 57) como de la variedad CR-5272 (Figura 58).

Para esta caracteristica, el analisis estadistico se dividi6 en dos de la misma
forma que se hizo en la segunda generacién, tomando el nimero de granos vanos por
un lado y por otro el nimero de granos llenos.

'Cﬂn respecto a los granos vanos, dentro de los dos grupos de transformacion
evaluados (AS y CPM) se presentaron diferencias significativas (p=0.000). Entre los
grupos de transformacion también, las diferencias fueron evidentes (p=0.000) (Anexo 8).

Los grupos de lineas transgénicas y los controles son significativamente diferentes
(p=0.000).

Por otra parte, los granos llenos presentaron dentro de los grupos de
transformacion diferencias significativas a un nivel de 1% (p=0.000) en el grupo AS,
mientras que el grupo CPM no presentd diferencias significativas (p=0.096). Entre los
grupos de transformacion, las diferencias fueron de 1% (p<a) (Anexo 8). Los grupos de
lineas transgénicas y los controles fueron significativamente diferentes (p=0.000), en el
analisis de contrastes.

Basados en todas las mediciones que se describieron en esta seccién de
resultados, para |a tercera generacion, (resistencia al herbicida fosfinotricina, resistencia
al virus de la hoja blanca, y todas las caracteristicas agronomicas mencionadas
anteriormente) se seleccionaron las mejores lineas T3 (Cuadro 13) para la siguiente
generacion (T4) en Guapiles.
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Cuadro 13. Lineas transgénicas de arroz T3 seleccionadas
para realizar la cuarta evaluacién de campo
en Gudapiles, 11-2003.

Variedad Lineas 12 Lineas 13 Lineas T3
seleccionadas evaluadas seleccionadas

CR-1821 RS04 AS104-1 AST041
AS10-42 AS104-2
AS104-3

AS10-4-4 AS10-44
AS10-4-5 AS104-5
AS10-4-7
AS10-4-8
AS104-10  AS10-4-10
AS10-4-11
AS10-4-12
AS104-13  AS104-13
AS10-4-14
. AS10-4-15  AS104-15
AS104-16  AS104-16
AS104-18  AS10-4-18
AS104-18  AS104-19
) AS10420  AS10-4-20
CR-1821 AS10-7 AST0-7-1
AS10-7-2 AS10-7-2
AS10-7-6 AS10-7-6
AS10-7-7
AS10-79
AS10-7-10
AS10-7-11
AS10-7-12
AS10-7-13
AS1D7-14  AS10-7-14
_ i AS10-7-15  AS10-7-15
CR-1821 CarsT Ca75-7-1
037872
37573
C3TS74
C37S7-7
C375-7-8
C375-7-0
Ca78-7-10
Ca78-7-11
C375-7-13
Ca7s-7-14




ontinuacién del cuadro 13. Lineas transgénicas de arroz T3 seleccionadas para

realizar la cuarta evaluacion de campo en Guapiles,

CPM10-1441
CPM10-14-2
CPM10-14-3
CPM10-14-4
CPM10-14-5
CPM10-14-6
CPM10-14-8
CPM10-14-13

CPM10-14-2
CPM10-14-3

CPM10-14-6
CPM10-14-8

CPM10-22-1
CPM10-22-6
CPM10-226
CPM10-22-7
cPm10-229
CPM10-22-10
CPM10-22-11

CPM10-22-6
CPM10-22-6

CPM10-22-5

CPMB0-4-5

CPM80-4-6

CPMB0-4-7

CPMB0D-4-9

CPMB0-4-10
CPMB0-4-11
CPMB0-4-12
CPMBO-4-13

CPMB0-4-7

CPMB0-4-12
CPMBO-4-13

|

R

CPMB0-11-1
CPMB0-11-5
CPMBO-116
CPMB0-11-7
CPMB0-11-8

CPMBO0-11-7
CPMB0-11-8
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424 cei manentes

Los desechos de los lotes en los que se llevé a cabo los ensayos de campo de la
segunda y tercera generacion de plantas transgénicas de arroz se eliminaron de la
siguiente forma. Después de la cosecha se realizé una aplicacion con el herbicida
Gramurén para eliminar las plantas, después de una semana se volvio a aplicar
Gramurén y en la siguiente semana se limpié y recogio el rastrojo para su incineracion.
De esta manera, una vez que se eliminaron las plantas se favorecié la germinacion de
la semilla remanente sobre el suelo. Dos semanas después, se realizé de nuevo el
procedimiento descrito anteriormente para realizar una eliminacion total de los

remanentes de la semilla transgénica (Figura 59).

Figura 59. Destruccion de remanentes de lineas transgénicas de arroz transgénico en
Agribiotecnologia, Alajuela, (A) y en la finca San Rafael, Guapiles (B).
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4.25 _Andlisis de Conglomerados

El andlisis de conglomerados se definié para seis grupos, debido a que se
evaluaron seis lineas, tomando en cuenta las siete variables de produccion, del mismo
modo que se hizo en el analisis de conglomerados en la T2. El grupo de transformacion
C no fue incluido, por la falta de informacién en las variables de numero de
ramificaciones, nimero de granos vanos y llenos, ademas de que para esta época del
estudio la linea ya se habia descartado.

Los seis grupos de conglomerados estan integrados cada uno por lineas
distintas o del mismo grupo de transformacién (AS y CPM).El primer grupo esta
integrado tinicamente por lineas AS, el segundo grupo lo integran tanto lineas AS como
CPM: el tercero, sigue el mismo patrén del anterior (lineas AS y CPM), el cuarto por
lineas AS; el quinto grupo esta representado Unicamente por lineas CPM y el sexto por
Tos dos controles (CR-1821 y CR-5272).

Los grupos al irse reduciendo a cinco, cuatro, tres etc, hasta llegar a dos grupes
se van integrando de forma completa o compacta al grupo con las siete caracteristicas
de produccion mas similares a las suyas de la mismo modo que se observo en la T2
(Figura 60).
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CMERADD T HORUPOS 5 GRUPDS A ORUPOE 3 GRUPDE. '20RUPOS
ASH0-4-1 ASA0-4-1 AgB4 AB18LY A5 1041 CPMas-14.7
ASH-L-16 AS10-4-18 ASIL1E AE0L 1S AE10-810 CPME-115
ABH0TA8 ABTD-T15 ASILTAS AEL0TAS ABT0-T-15 CPMIS4]
AS10-4-10 CPMID-148
|AG10-4-13 CPhH 0225
AS10-L-18 L
1 AS10-4-20 i
A5 10-44 "
ASI-T
AS10-T-6 AS1-4-2
CPM1-14-2 ASIaLS
CPM 18180 AE10.T2
CPMBD-A13
CPMBD-A-T
- e b
AE10-L-10 ASH0-T-8 A8 HI-4.10 AS-TA ASI0-410 CPMB0-L-T AS1R10 CPMBO-11-T
RS04 CPE0-142 AG10-413 CPM1E-14-2 AS10-6-13 CPMBG-11-T AS10-413 PS040
A510-4-10 CPM 10148 ASN0-4-15 CIPM 10-14-8 ABTO-L18 CPuBD-11-0 AS10-4-10 CPMIG-14-3
AE0-4-30 CPmab4-13 AS10-4-20 CPuR0-4-13 ASV0-8-20 CPMI-14-3 ASH0-.20 CPMIs148
A5 0l CPMBI-A-T AG10-4-4 CPW0-4-7 ABI0-4-1 CPMIL-14-8 A5 CPMID-22.5
AST0T14 AEA0-T-04 CPME0-11-T AS10-T-14 CPMAD-Z-3 AS1T4 CPug22
2 CPHN0- 143 CPMER118 AS10-T4 b0 AS10-T-B W
CPND- 140 CPM1G-14-2 CPMiS14-2 =
CPMID-IS P 10140 8 CPM 10-14-8
CPMBO-413 4 15 CPMBI-L1] ABI047
CPMB0-ET ABI0-4.5
ABL0-T2
s ki LS =
HEL 1 B S ASHO-T2
3 - 1 AE10L5
— HII = _—_ __ — IFL._
ARSI ASH-T2 AS10LD A510-T2
4 B518-45 ASH0-45
- = n._;_; T
CPM10-14-1 CPM-11.T
5 CPMIL-14E CPMB118
CPMIDZ2S
. T
6

Cion color sa ideniifican las agrupasones y S remsican a Lnir conglomerados

T3 y los controles no transgénicos en Guapiles.

Figura 60. Configuracion de los conglomerados de las lineas transgénicas de arroz
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4.3 COMPARACION DE LA SEGUNDA Y TERCERA GENERACION (T2 y T3)

Una vez descritas las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los grupos de
transformacion, las lineas transgénicas y los confroles en la segunda y tercera
generacion se procedid a comparar ambas generaciones. La comparacion entre
generaciones se hizo con base en ciertas variables, especificamente las relacionadas
con produccién (altura de la planta, longitud de la hoja bandera, ancho de la hoja
bandera, longitud de la panicula, ramificaciones de la panicula, niumero de granos
vanos y nimero de granos llenos) y se compard por grupo de transformacién. Los
grupos de transformacién por comparar entre T2 y T3 fueron AS, C y CPM, y no los 5
grupos originales (AS, C, CP, N y CPM), ya que el grupo N y CP se descartaron a partir
de la segunda generacién principalmente por problemas de susceptibilidad al herbicida
fosfinotricina, poca resistencia al virus de la hoja blanca, volcamiento y/o arquitectura de
la planta con caracteristicas agronémicas desfavorables, como exercion incluida, etc.

Las lineas transgénicas T2 que fueron seleccionadas para la siguiente siembra
fueron: AS10-4, AS10-7, C37S-7, CPM10-14, CPM10-22, CPMB0-4 y CPM80-11; el
resto de las lineas fueron descartadas.

Como se describe a continuacion se compard los grupos de lineas
transformadas AS, C y CPM, ademés de las variedades comerciales no transformadas
de la segunda y tercera generacion, en Alajuela y Guapiles respectivamente.




4.3.1 Altura promedio de la planta

En general, la altura de la planta de las lineas transgénicas fue mayor a la de las variedades
comerciales CR-1821 y CR-5272, tanto en la segunda (T2) como en la tercera generacién
(T3) (Figura 61). Todos los grupos de lineas transgénicas de la tercera generacion
presentaron alturas de la planta mayores que los grupos de la segunda generacion. Los
controles no transgénicos presentaron la misma tendencia (mayores altura de planta en los
testigos de la tercera generacion); sin embargo esa diferencia en altura se observo de forma

mas enfatica en los controles de la T3, los cuales practicamente duplican el tamario de los

controles de T2.

180
'E1ED-
LA
m 1404
&
E‘]Eﬂl
i
o 1007
o
% 804
@ .
E &80 %%
o
(=8
@ 405
. =
= 204
0
= & & » B & @ B & ®§
£ B E E E E ENNEEEERNE
& (8] = o X £ (&) = o =
0o = o o =
< O ] - = o 3 g-;
i v'd 1 d 14
O O O O
Grupos

Figura61. Comparacion de la altura promedio de la planta de lineas transgenicas de
arroz, en la tercera y segunda generacion (Guapiles y Alajuela

respectivamente).
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4.3.2 Longitud de la hoja bandera

La longitud de la hoja bandera en las lineas transgenicas asi como en los
controles fue mayor en la tercera generacién (T3), con diferencias mas marcadas en los
grupos de lineas transgénicas que en los controles. Sin embargo, el control CR-1821
presenta muy poca diferencia en la longitud de la hoja de una generacion a |a otra {19
cm en la T2 y 20 cm en la T3), al igual que CR-5272 (Figura 82).
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Figura 62. Comparacion de la longitud promedio de la hoja bandera de lineas
transgénicas de arroz, en la tercera y segunda generacion (Guapiles y
Alajuela respectivamente).



4.3.3 Ancho de |la hoja bandera

La caracteristica ancho de la hoja bandera, presentd el mismo patron que se
observo en la altura de la planta y la longitud de la hoja; hojas mas anchas en la tercera
generacion en Guapiles, tanto para las lineas transgénicas como para las variedades
comerciales no transgénicas (Figura 63).
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Figura 63. Comparacion del ancho promedio de la hoja bandera de lineas transgénicas
de arroz, en la tercera y segunda generacidn (Guapiles y Alajuela |
respectivamente).
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4.3.4 Longitud de la panicula

La longitud de la panicula también fue mayor en la T3 tanto para las lineas
transgénicas como para los controles, sin embargo las diferencias no fueron tan
evidentes como se observo en la altura de la planta, longitud y ancho de la hoja excepto
en el grupo de lineas C, donde se dio una diferencia promedio en la longitud de 7 cm
aproximadamente (Figura 64).
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Figura 64. Comparacién de la longitud promedio de la panicula de lineas
transgénicas de arroz, en la tercera y segunda generacion (Guapiles y
Alajuela respectivamente).



4.3.5 Ramificaciones de la panicula

Esta caracteristica no fue evaluada para el grupo de lineas C, ya que para esta
época se habian eliminado dichas lineas, por los problemas anteriormente mencionados.

Las ramificaciones de la panicula fueron mayores en los grupos de lineas
transgénicas (AS y CPM) y en los controles de la T3; las mayores diferencias entre
generaciones se presentaron en el grupo CPM y el control CR-1821 (Figura 65).
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Figura 65. Comparacion del nimero de ramificaciones promedio de la panicula de
lineas transgénicas de arroz, en la tercera y segunda generacion (Guapiles
y Alajuela respectivamente).




4.3.6 Numero de granos vanos y llenos

El nimero de granos vanos y llenos de Ia panicula es quizas la caracteristica donde
se evidencia de forma mas clara el comportamiento totalmente diferente de las plantas entre
ambas generaciones. Las plantas (transgénicas y controles) en Alajuela presentaron un alto
numero de granos vanos y muy pocos granos llenos; por otra parte, las plantas en Guapiles
presentaron un comportamiento totalmente contrario al que se dio en Alajuela, un alto grado de
granos llenos y pocos granos vanos (Figura 66). Sin embargo en ambas generaciones se
observé que el nimero total de granos en las lineas transgénicas fue mucho mayor al numero
total de granos en las variedades comerciales (Figura 67).

w
O 400
c
o
<. 350+
o
{:3'}0" T
g
® 250 4
o
& 200
% m
3 1504 '
o
T 100+
£ 1 =
= 1T Tag -
E{]. Ei- vanos
=
Eﬁniﬁéééﬂéé-mm
2 S e E E E ENE
) E § 9 £ 8 §
© 6 § 8 < 5 § @
r o - Rt
o 0O S R i
Grupos

Figura 66. Comparacién del nimero promedio de granos vanos y llenos en la panicula,
de lineas transgénicas de arroz, en la tercera y segunda generacion
(Guapiles y Alajuela respectivamente).
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Figura 67. Nimero total de granos en la panicula, en la tercera y segunda generacion
(Guapiles y Alajuela respectivamente).
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5. DISCUSION

Las pruebas de resistencia al herbicida glufosinato de amonio (PPT) de las lineas
transgénicas de arroz derivadas de las variedades CR-1821 y CR-5272 demaostraron
que el gene bar se expresa adecuadamente en las generaciones T2 y T3. Este
resultado indica que la enzima fosfinotricina-N-acetiitransferasa (PAT) alcanza
concentraciones suficientemente altas para detoxificar la molécula de fosfinotricina
(PPT) (Metz ef al., 1998) cuando el herbicida se utiliza en la dosis de 1 It/ha,
recomendada para el control de malezas. Lo anterior es de suma importancia ya que
estas plantas podrian eventualmente utilizarse para el control de malezas en el campo;
donde se vuelve sumamente dificil su control, principalmente en el caso de los arroces
rojos, debido a su similitud morfolégica y fenologica con las variedades comerciales de

arroZ.

En la generacion T2 se evaluaron 38 lineas transgénicas. A partir de este material se
utilizaron de cada parcela, las plantas con las mejores caracteristicas para la siguiente
generacion (T3) en la gue se evaluaron 66 lineas. Es importante recaicar que en las
generaciones evaluadas en esta investigacion, las lineas transgénicas expresaron y
heredaron en forma estable el caracter de resistencia al herbicida lo cual es comparable
con resultados publicados en arroz (Goto et al., 1993) y soya (Christou ef al., 1988).

Durante los ensayos de campo se evalu6 la aparicion de sintomas del virus de la hoja
blanca del arroz (RHBV) en las lineas transgénicas a los 60 dias de edad. En las dos
generaciones evaluadas se observaron porcentajes de infeccién entre 10 ¥ 100%. Las
lineas con los menores porcentajes de incidencia de la enfermedad fueron las
denominadas CMP, tanto en la segunda como en |a tercera generacion, mientras que
las lineas del grupo N mostraron mayores porcentajes de infeccion y por lo que fueron
descartadas para la T3. Es interesante destacar que la linea CPM2-5 en T2 no mosiro
sintomas virales, sin embargo no fue seleccionada para la siguiente generacion por
problemas en la arquitectura de la planta .La linea AS10-7, en la generacion T2,
present6 50% de infeccién de RHBV, mientras que la linea AS10-7-14 derivada de esta
no presento infeccion en la tercera generacion.
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Los resultados obtenidos en campo en relacién a la infeccion viral sugieren que las
lineas transgénicas evaluadas no son resistentes al virus. Sin embargo, la presencia del
virus no afectd severamente la produccién de las lineas. Lentini et al. (2003) evaluaron
variedades de amoz transformadas con la nucleoproteina del RHBV, mediante la
inoculacién controlada del virus en plantas de 15 a 25 dias de edad obteniendo como
resultado sintomas en las hojas inoculadas pero no en las hojas nuevas producidas
después de la inoculacién. Existe entonces la posibilidad de que las lineas transgénicas
utilizadas en este estudio muestren cierto grado de tolerancia al virus en estadios mas
tempranos de desarrollo.

En términos generales, se observé una clara diferencia entre la expresion de la
resistencia al herbicida y al RHBV. Este resultado probablemente se deba a que el gen
de la nucleoproteina viral, que se colocé bajo el control del promotor de la actina | del
arroz en los plasmidos para la transformacion, sufrié un proceso de silenciamiento.
Existen muchos estudios que reportan supresion o silenciamiento de genes en plantas
transgénicas (de Carvalho et al., 1992; Goring et al., 1991; Matzke et al., 1989; Napoli ef
al., 1990). Se ha demostrado que algunas posibles explicaciones de dicho fenémeno
son la metilacién de promotores, la interferencia de la hebra del ARN con el proceso de
transcripcion y la degradacién de los ARNm, cualquiera gue sea el mecanismo es claro
que las plantas poseen algin sistema para silenciar los transgenes cuando elios
exceden o sobrepasan el nimero de copias limite (Fagard y Vaucheret., 2000, Rathore
et al., 1993).

La evaluacién morfolégica y fenologica en el campo de las lineas transgénicas de la
segunda y tercera generacion en Alajuela y Guapiles respectivamente permitié describir
en detalle las lineas evaluadas. Asimismo, se evidenciaron las similitudes y diferencias
dentro y entre lineas asi como con las variedades comerciales que les dieron origen.
Ademas, la evaluacion exhaustiva del material permitio la seleccion de las mejores

lineas,

Las lineas transgénicas de arroz y los controles fueron significativamente distintas en
cuanto a sus caracteristicas morfologicas. Las caracteristicas cualitativas que

caracterizan a las lineas transgénicas y a su vez las diferencian de los controles no
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transformados fueron: la vellosidad lisa de la hoja, la ausencia de arista, la ausencia de
vello largo en las glumas fértiles, la exercion coincidentes y en muy pocos Casos
emergida de la panicula en la T2. Sin embargo, esia caracteristica presentdé una
situacién contraria en la T3, ya que |la mayoria de las plantas tuvieron exercion
emergida. Probablemente, la falta de agua y nutrientes, ademas de los cambios de
temperatura entre el dia y la noche que sufrieron las plantas en Alajuela haya causado
dicha diferencia. Estas condiciones también influyeron en el nimero de granos llenos en
las paniculas ya que en la generacion T2 la mayoria de plantas (tanto transgénicas
como controles) mostraron un alto grado de esterilidad que no se presentd en las
plantas de la generacién T3 en Guapiles.

La recuperacion del la fertilidad en la generacién T3, evaluada en Guapiles,
implica que el llenado del grano (asi coma las otras caracteristicas de produccion)
dependieron en su mayoria de las condiciones ambientales en las que se desarrollaron
las plantas y no de una deficiencia en las mismas producto de la transformacion
genética.

Entre los dos ensayos, se observaron diferencias en la floracion de las plantas,
normalmente transcurre una semana a quince dias entre los dias a prefloracion y los
dias a antesis pero en la generacién T2, evaluada en Alajuela, ambas fases
practicamente coincidieron. Este resultado se presenté como consecuencia del estrés al
que estuvieron sometidas las plantas en esa localidad. En Guapiles, en donde se
evalué la generacion T3 la prefloracion, la antesis y la madurez se dio en forma
homogénea y sincronizada entre las lineas transgénicas y los controles.

Por ofra parte, la capacidad predominante de macollamiento varié muy poco, las
transgénicas presentaron menor numero de hijos por planta que los controles, pera
tuvieron mayor proporcién de paniculas por tallo, ya que en las plantas transgénicas
cada hijo produjo una panicula generaimente; mieniras que en las variedades
comerciales hay muchos hijos gque no necesariaments producen paniculas,
caracteristica que los fitomejoradores del Centro de Investigacién en Granos y Semillas
(CIGRAS) catalogaron equivalente a tener igual o mayor numero de hijos que los
controles.
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En comparacién con los testigos, el analisis de conglomerados evidencia que las
lineas transgénicas son estadisticamente diferentes a las variedades comerciales CR-
5272 y CR-1821 sin transformar. Las lineas transgénicas mostraron una morfologia muy
definida en ambos generaciones presentaron mayor altura, hojas bandera mas largas y
anchas, paniculas mas largas y con mayor nimero de ramificaciones (el doble de los
controles) y un mayor nimero total de granos (mayor en las transgénicas). Los grupos
de lineas en los conglomerados se integraban de forma compacta conforme se reducia
de siete a dos grupos; lo cual es sumamente raro para este tipo de andlisis, ya que la
tendencia por lo general es que las variables (en nuestro caso las lineas) se esperaria
se integren de forma individual a los diferentes grupos. En este estudio el hecho que se
estén integrando grupos completos, indica que dichos grupos tienen caracteristicas
sumamente definidas dentro del grupo, pero distintas entre los otro grupos.

Las diferencias entre las plantas transgénicas y las variedades comerciales pueden
ser explicadas como efecto del procedimiento in vitro utilizado para dar origen a estas
plantas en el laboratorio. Estas lineas fueron originadas a partir de suspensiones
celulares con el fin de multiplicar masivamente los micro calles embriogénicos que se
utilizaron para incorporar los genes de interés. Existe evidencia de gue esta tecnica de
multiplicacién celular puede inducir alteraciones fenotipicas en las plantas y es probable
que dichas plantas sean variantes somaclonales (Forche y Yerman, 1980; Medina et al.,
2000; Pacheco et al., 2001).

En plantas regeneradas por medio de cultivo de tejidos, frecuentemente pueden surgir
individuos que se distinguen de la planta original en una o mas caracteristicas y esas
alteraciones pueden ser estables y transmisibles a la descendencia (Pacheco et al.,
2001). La variacién somaclonal ha sido observada en muchas monocofiledéneas, tales
como avena (Beer et al., 1993), maiz (Kaeppler y Phillips, 1993), cebada (Devaux el al.,
1993), trigo (Li y Dong, 1994) y arroz (Abdullah et al, 1988; Adkins &f al., 1995;
Castiglione ef al., 2001; Lee et al., 1999; Mezencev et al., 1995; Sathish et al., 1985).

La composicién quimica del medio de cultivo es uno de los factores que puede inducir la
variacién somaclonal de los tejidos en los que se cultiva. Los reguladores de




96

crecimiento como el acido diclorofenoxiacético (2,4 D) pueden ejercer gran influencia en
las alteraciones del cariotipo, provocando un crecimiento desordenado de las
estructuras celulares, con consecuente surgimiento de células con anomalias (Pacheco
efal., 2001). El 2,4 D es uno de los reguladores de crecimiento que mas se utiliza en los
medios de cultivo en arroz y fue el que se utilizé en esta investigacion para promaover la
division celular.

Publicaciones anteriores han reportado resultados similares de diferencias fenotipicas
entre plantas transgénicas y las plantas que les dieron origen. En cafia de azlicar
cuando se consideraron cinco clones tolerantes a insectos bajo pruebas de campo en
Cuba, de los 39 descriptores agronémicos, morfolégicos e industriales evaluados, 33
caracteres fueron idénticos a los del genotipo original, mientras que & rasgos
morfologicos fueron diferentes de aquellos del clon original (Castiglione et al., 2001).
Lee ef al., 1999 también informo sobre diferencias entre plantas protoclonales de arroz y
plantas control derivadas de semillas cuando se utilizaron cuatro diferentes
procedimientos de cultivo; la altura promedio de los protociones fue de 559 cm
bastante mas pequefias que |as plantas control (115.7 cm), en nuestro caso la situacion
fue contraria, las plantas tuvieron mayor altura. Los autores mencionados anteriormente
de las investigaciones realizadas en arroz transgénico (Abdullah ef al., 1989; Adkins et
al., 1995; Castiglione ef al., 2001; Lee ef al., 1999: Mezencev &f al., 1995: Sathish af al.,
1995) también han reportaron variacién en la altura de la planta, capacidad de
macollamiento, fertilidad, densidad de la panicula, y el nimero, tipo, calidad, produccion
y tamafio del grano.
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6. CONCLUSIONES

. Los estudios de campo permitieron conocer el potencial agronomico de las
diferentes lineas transgénicas y seleccionar las mas aptas para las investigaciones
futuras del Programa de Biotecnologia del Arroz, incluyendo estudios de flujo de
genes.

. Con base en los resultados, a traves de las tres generaciones (T1, T2 y T3), se
descartaron los grupos de lineas N, CP y C principalmente por problemas de
susceptibilidad al herbicida, la incidencia de hoja blanca en campo y la evaluacion
morfolégica y fenolégica, tal como el volcamiento y/o la arquitectura de la planta con
caracteristicas agronomicas desfavorables.

. Los resultados obtenidos, muestran que los problemas de eslerilidad y produccion
observados en la generacion T2, se debieron a factores ambientales, principalmente
temperatura y estrés hidrico. Ademas que, la evidente estabilidad y heredabilidad de
la resistencia al herbicida PPT a través de las tres generaciones demuestra que las
lineas pueden ser una alternativa para el control efectivo de malezas.

. Se debe destacar que estas lineas transgénicas de arroz son de gran importancia
debido a su potencial uso en programas de fitomejoramiento dado el caso en que se
obtengan lineas que no presenten todas las caracteristicas deseadas en una
variedad.

La evaluacién en campo de las lineas transgénicas de arroz desarrolladas en la
Universidad de Costa Rica, constituye una fase del Programa de Biotecnologia del
Arroz del CIBCM (PBA-CIBCM) en procura de la eventual liberacién de las lineas al
mercado. El siguiente paso del PBA-CIBCM es continuar una estrategia gue incluya
la evaluacion de la inocuidad del nuevo alimento, realizar estudios de bloseguridad
ambiental e identificar y resolver derechos de propiedad intelectual.
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7. RECOMENDACIONES

1. Utilizar Gnicamente las variables de produccion, como altura de la planta, longitud y
ancho de la hoja bandera, longitud y ramificaciones de la panicula, y nimero de
granos (vanos, llenos y totales) para posteriores evaluaciones en campo, dado su
importante aporte en el conocimiento de las lineas transgénicas.

2. Evaluar las lineas transgénicas de arroz seleccionadas en campo de forma dirigida y
bajo condiciones controladas en invernadero para poder establecer su resistencia al
RHBV, utiizando una colonia altamente virulifera de Tagosodes orizicolus
establecida en el insectario.

3. Realizar la evaluacion de las caracteristicas industriales (molienda, pulido, quebrado
de grano) organolépticas (concentracion de almidones, coccién, sabor, olor) y de
inocuidad (toxicidad y alergenicidad) en las lineas transgénicas promisorias
seleccionadas en campo.

4. Es aconsejable realizar los ensayos de campo de las posteriores generaciones de
plantas transgénicas en zonas arroceras para observar su comportamiento y poder
comparar con los resultados obtenidos en las generaciones T2, T3 y T4.

n

. Tomar en cuenta que estas lineas transgénicas de arroz tienen un uso potencial muy
grande, ya sea a mediano o largo plazo en programas de fitomejoramiento ¢ en
forma directa, dado el caso en que se obtengan lineas que no presenten todas las
caracteristicas deseadas en una variedad.
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Cuadro 4. Porcentaje de plantas en cada variable cualitativa para |as lineas transgénicas de arroz y los controles
CR-5272 y CR-1821 (no transgénicos) en la generacidn T2

CARACTERISTICA TRANSGENICAS NO TRANSGENICAS TOTAL
Hola
(%) (100) (100) (100)
(n) (527) (45) (572}
Vellosidad de la lamina de la hoja 1
Glabra o lisa 81.84 1.1 85.5
Pubescente de |a mitad de |a lamina hacia el apice 612 0 47
Escabrosa, dspera al laclo 04 88,89 98
Color de la lamina foliar
Verde palido 47.63 5333 48.1
Verde 46,48 48,87 46,5
Verde oscuro 5.88 0 54
(%) (100) (100) (100)
(n) {520) (45) (565)
Posicién de la hoja bandera
Erecta (angulo entre 0° de 10°) 019 4.4 0.5
Semierecta (angulo entre 11° y 40F) 54 88.9 56.8
Intermedia (&ngulo entre 41° y 70) 39 B.7 365
Horizontal {angulo enlre 71° y 80%) 6.5 0 B
Descendente (angulo mayor de 90°) 0.19 0 0.2
Aurlcula
(%) (100) (100) (100)
(n) (563) (45) (603)
Tamafio de las auriculas (mm)
Muy pequefias (menor de 2.1) 17.6 28.9 164
Pequefias (entre 2.1 y 3) 388 244 3re
Medianas (entre 3.1 y 3.5) 18.5 17.6 184
Grandes (entre 3.6 y 5) 23.2 24.4 234

Muy grandes (mayoras de 5) 1.8 4.4 2




CARACTERISTICA TRANSGEMNICAS NO TRANSGENICAS TOTAL
Ligula
(%} (100) (100) (100)
{n) (527) (45) (572)
Forma de la ligula
Aguda o acuminada 0.95 0 0.9
Hendida 96,96 B6.56 B5.3
Semihundida 19 24 44 37
Truncada 0.18 0 0.2
Arista
(%) (100) (100) (100)
() (498) (45) (543)
Tipo de aristado
Arisla ausenie 442 8333 1.8
Corta y presante en menos del 50% de los granos 0.4 0 0.4
Corta y presante en mas del 50% de los granos 69.88 B.67 B4.6
Larga y presente en menos del 50% de los granos 14.86 0 136
Larga y presente en mas del 50% de los granos 10.44 0 9.6
(%) (100) (100) (100)
(n) (484) (3) (487)
Tamafo de las arlstas (mm)
Corla (entre 1 y 5) 32.85 100 333
Media (entre 6 y 20) 67.15 0 66.7
Espiquilla
(%) (100) (100) (100)
(n) (551) (45) (596)
Color del dpice que forman la lema y la pélea
Blanguecino 0.1 0 D&
Café claro 5.98 2.22 57
Plrpura 0.18 0 0.2
Verde palido 9292 87.78 833
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(%) (100} (100) {100)
(n) (554) (45) (569)
Pubescencia de las glumas
Glabra o lisa 0.18 0 02
Pubescencia en la quilia 6,68 0 6.2
Pubescencia hacia el pice de la lema y la palea 57.4 0 53.1
Parcial o totalmente cubierta con vello corto B.7 0 3341
Parcial o totalmente cubierta con vello largo 0 100 15
Panicula
(%) (100} (100) (100)
(n) (506) (45) (651)
Densidad de la panicula
Intermedia 08 0 0.5
Semicompacta .22 B.89 204
Compacta 68.18 81.11 704
Nimero de granos vanos (estériles)
en el pice de la panicula.
Un grano estéril 0.79 4.4 11
Dos granos estérles 237 1M1 31
Tres granos estériles 11.46 28.89 129
Cualro granos estériles 85.37 55.6 829
Fertilidad de la panicula
Parcialmente fértil 0 14 0.8
Parclalmente estéril 90.1 73.3 Ba.7
Completamente estéril 2.9 15.6 10.
Desgranado de la panicula
Difiell 85.65 100 86
Maoderadamente dificil 415 0 38
Intermedio 0.2 0 02




CARACTERISTICA TRANSGENICAS NO TRANSGENICAS TOTAL
(%) (100) (100} (100)
(n) (488) (45) (643)
Color de las glumas fértiles (lema y pélea)
del grano apical de la panicula.
Dorado 6.02 22 57
Surcos dorados sobre fondo pajizo 18.47 77.8 234
Manchas cafés sobre fondo pajizo 0.2 B.89 09
Café amarillento 64.28 1" 50.8
Calé rojizo o plrpura 3 0 28
Manchas plrpura sobre fondo pajizo 2.81 0 26
Plrpura §.22 0 4.8
Tallos
(%) (100) (100) (100)
(n) (521) (45) (566)
Habite de crecimiento
Erecto (angulo de 10°) 5 2.2 48
Semierecto (entre 11° y 30%) 376 20 36.2
Intermedio (entre 31° y 507) 38.2 48.9 39
Abierto (entre 51° y T0°) 1.7 26.7 184
Decumbente (entre 71° y 80°) 1.5 22 16
Capacidad de macollamiento
Muy prelifera (mas de 20 hijos) 36 66,7 38.5
Buana (de 15 a 19 hijos) 22 156 214
Mediana (de 11 a 14 hijos) 16.7 15.6 16.8
Pobre (de 7 a10 hijos) 14.8 2.2 13.8
Muy pobre (menos de 7 hijos) 10.5 0 8.7
(%) (100) (100) (100)
() (507) (45) (552)
Resistencia al acame
Si conservan su posicidn (no hay volcamienta) 8921 100 893
No conservan su posicldn (sl hay volcamienta) 0.79 0 0.7
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Cuadro 5. Promedic y desviacion estandar de las caracleristicas cuantitativas evaluadas en las lineas lransgénicas de arroz segun la estralegia de
fransformacién ulilizada y para las variedades de amoz (Oryza saliva L). Evaluacion de la segunda generacion (T2). Alajuela. 2002,

Grupos de lineas transformadas Variedaces sin transformar

Caracteristica Cp’ AS N c CPM CR-5272 CR-1821
N X Ox N X Ox N X Ox N X Ox N X Oc N X Ox N X Ox
Dias a "panzoneg” 45 12142 608 60 12007 721 283 12667 816 23 12028 7.7 117 11900 867 30 10800 000 15 11800 0.00°
Dias a antesis 33 12400 000 45 119.86 284 166 12548 7.05 16 121.00 0.00 63 11908 232 30 11000 000 15 12400 0.00
Duracién de iz antesis 45 2200 000 60 2300 578 280 1988 445 22 2000 000 114 2037 354 10 2200 000 16 2200 000
Dias a la maduez 30 14900 305 30 14200 407 128 15452 683 22 143.00 000 12 14800 000 30 12400 000 15 13300 000
Longitud de |z limina de la hojabandara 45 2016 515 B0 2477 534 280 20688 634 22 2084 584 114 2441 623 30 1881 448 15 1813 4.3
Anchode la ldminade lahojabandera 45 174 023 80 170 020 270 181 0256 22 183 015 114 161 025 30 145 021 15 137 0
Altura de la planta 45 7167 658 B0 V256 BSI 270 TE46 1228 22 B4.19 1444 112 B1.B0 1548 30 3363 555 15 2627 481
Longitud de |a panicula 45 2378 184 60 2420 1985 270 2468 288 22 2603 2 108 2313 285 30 2115 350 15 1789 242
Nimero de granos vanos 45 23680 63.40 6O 16480 5284 266 250.78 BR.53 22 245.00 B5.49 113 17165 6418 30 8650 33868 15 3B/O7 2185
Nimeno de granos llanos 45 2038 1713 B0 3512 1896 266 1147 1287 22 3406 1787 113 2550 2130 30 1150 1488 15 1493 8.2
Nimero de ramificaciones de lapanicula 45 2020 235 60 1818 317 286 2015 264 22 1045 252 113 1741 368 30 050 184 15 767 180
Longitud promedia de |a semila 37 926 (035 58 946 055 184 9812 041 22 937 (36 85 047 0390 21 B8 041 14 798 032
Ancho promedio de la semilla 37 182 009 59 185 010 184 180 008 22 185 008 95 184 008 21 188 011 14 108 147
Espesor promedio de la semilla 37 250 042 59 250 012 184 201 598 22 242 013 95 241 013 21 243 0412 14 248 018

Mata: 1. CP: Proteina de cépside del RHBY en orentacion sentido.
AS: Protelna de cépside del RHBY en orentaciin ant-sentido
N: Extramo 5' del gan da la proteina de capside ded RHEY
C: Extremo ¥ del gen de Ia proteina de capside del RHBY
CPM: Proleina de capside del RHBY crientacitn senfido, flanqueada por secuencias MAR
2. La desviacidn estandar 0.00 Indica que todas las planias evaluadas presentaron la misma caracterstica,
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Cuadro 8. Promedio y desviacidn estandar de las variables cuanlitativas graficadas para las lineas transformadas y las vanedades
CR-5272 y CR1821 en |a segunda generacion (T2). Alajuela. 2002.

Allura Longtud delahoja Anchodelahoja  Long panicula Ramific panicula Granos vanos Granos llenos
Linea N X Ox N x Ot N x Ox ¥ x Ox N x Ox N x Ox N x Ox
AS10-20 157538 503 1500 2441 592 1500 1.72 018 1500 24.79 1.88 1500 20.07 287 1500 184.27 5151 1500 2713 10,87
AS10-4 157485 630 1500 25.33 482 1500 180 014 1500 24.94 1.06 15.00 1833 3.20 1500 17687 5406 1500 4483 2204
AS10-7 15 69.77 1083 15.00 2283 309 1500 185 0.10 1500 24.07 188 1500 16880 332 1500 140013 5473 1500 3747 1854
ASS-1 157041 679 1500 2650 618 1500 200 020 1500 23.36 185 1500 17.53 258 1500 15793 4200 1500 3083 17.04
C31-25 86841 7B4 600 2718 322 800 181 012 600 2424 201 600 2075 212 BO00 21000 3834 800 3288 1518
Cars-7 14 8320 BO05 1400 31.04 661 14.00 1.79 014 1400 27.06 161 14.00 1871 248 1400 26000 7401 14.00 3471 1977
CP2-12 157212 502 1500 30,13 557 1500 1.76 018 1500 24.74 116 1500 21.60 238 1500 25283 4878 1500 2047 1224
CP2-14 156826 773 1500 2005 450 1500 185 032 1500 2287 228 1500 1947 186 1500 20220 8038 1500 2007 2201
CP2-3 15 7465 1346 1500 2840 550 1500 181 008 1500 2371 188 1500 1980 224 1500 25527 6842 1500 1153 11.03
CPMi-16 15 54,10 1305 1500 21.82 610 1500 157 0.28 1500 2180 259 15.00 1407 343 1500 11867 G57.08 1500 2127 24.23
CPMID-14 B 6981 1638 800 2250 433 B.O0 178 019 800 2508 425 B00 1725 292 B00 16313 5116 B.00 3963 234
CPM10-22 10 57.27 1500 1200 1981 423 1200 147 027 1000 2362 228 1000 1510 247 1000 18140 6586 10.00 2250 23.10
CPMI0-38 13 49.88 1247 1200 2243 458 1200 142 022 1000 2221 227 1300 1531 43% 1300 11638 41.82 13.00 1031 1078
CPM2-5 1547.25 B62 1500 23.34 470 1500 145 020 1500 2073 230 1500 1933 284 1500 15313 3468 1500 807 17.75
CPMB0-11 971684 1293 900 2767 350 400 1.82 042 900 2377 247 800 1856 371 600 23400 6358 ©.00 3278 1761
CPMB0-3 156773 648 1500 2744 623 1500 1.78 0.24 1500 24.20 258 1500 18.67 226 1500 18840 37.67 1500 4160 2015
CPMB04 128381 597 1300 2048 BB 1300 .71 021 1200 2580 143 1300 1823 258 1300 23354 5033 1300 2315 1482
CPME-18 15 B357 B84 1500 2486 535 1500 1.81 013 1500 22.24 204 1500 17.13 325 1500 18027 4951 15.00 3833 1213
CR-1821* 15 26.27 481 1500 1813 433 1500 1.37 024 1500 1789 242 1500 767 180 1500 3807 2195 1500 1493 820
CR5272* 303383 555 3000 1851 446 30,00 1.45 0.21 3000 2115 350 3000 050 184 3000 5650 3366 3000 1150 14.86
M1-1 157338 833 1500 28.76 517 1500 188 020 1500 24.24 104 1500 2147 272 1500 24367 4313 1500 1820 1870
N1-8 14 58.82 740 1400 2377 546 14.00 184 024 14.00 2006 284 1300 1838 385 1300 19031 7987 13.00 1169 10.30
N1-8 116200 B89 1200 2383 587 12.00 184 022 1100 2253 280 11.00 1984 201 1100 179.08 7508 11.00 800 1085
N10-2 147171 929 1400 20.04 B57 14.00 181 021 1400 2302 215 1400 21.00 413 1400 23514 7540 1400 743 1178
N11-8 14 8051 811 1400 3144 543 1400 166 021 14.00 2562 210 14.00 20.14 400 1400 25643 4114 1400 538 747
M115-1 150208 370 1500 3234 430 1500 181 008 1500 2504 088 1500 2233 145 1500 30467 2782 1500 780 767
M16-14 1§ 77685 024 1500 2187 580 1500 195 0168 1500 2442 2.28 1500 19.80 201 1500 28553 4117 1500 413 548
MN16-20 157532 4368 1500 3170 762 1500 195 021 1500 2415 310 1500 1860 285 1500 258520 GO0 1500 167 247
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Cuadro 7. Significancias del analisis de variancia para las siete caracleristicas de produccion, de acuerdo
al grupo de transformacion, dentro y entre grupaos. Alajuela (T2).

Dentro de los grupos Entre grupos
CP AS c CPM N
Altura de la planta 0.186 0.162 0.000" g 0.000" 0.000"
Longitud de la hoja 0.652 0.280 0.140 0.000* 0.138 0.000"
Ancho de la hoja 0.018* 0.000* 0.047** 0.000* 0.000* 0.000*
Longitud de la panicula 0.027** 0.087 0.002* 0.000* 0.082 0.000*
Ramificaciones de la panicula 0.024* 0.027* 0.067** 0.000* 0.068 0.000*
Granos vanos 0.031** 0.091 0.163 0.000* 0.002* 0.000*
Granos llenos 0.016™ 0.05** 0.823 0.000* 0.000" 0.000*

Mo hay diferencias significativas
i a=1%

" o=5%




Continuacion Cuadro 6

Altura Longitud de fahoja  Ancho de la hoja Long panicula Ramific panicula Granos vanos Granos llenos
Linea N X Ot N x O N x Ox N X Ox N X Ox N X Ox N X Ox
N4-8 15 8457 660 1500 2570 3.50 1500 163 017 1500 2540 196 1500 19.27 343 1500 26053 10151 1500 1340 10.38
N4-8 8 66.44 B0B 1100 2667 722 11.00 157 0.20 8O0 2311 382 700 1986 418 700 24088 5310 7.00 1814 505
M4S-2 16 76.79 11.52 1500 3522 4.28 16.00 195 0.20 1500 2574 255 1500 2047 242 1500 26773 7802 1500 18.87 1585
N5-8 15 7243 768 1500 2613 420 1500 182 0.22 1500 2449 320 1500 2120 305 1500 20403 6203 1500 2280 1407
N5S-18 14 7716 701 1500 2084 612 1500 185 0.26 1400 2551 211 1500 2053 207 1500 30187 6102 1500 867 806
NSS-24 12 B268 589 1500 3243 608 1500 107 0.26 1200 2500 225 1300 21.31 175 1300 28338 60.89 13.00 1331 18.44
ME-24 16 8420 7.71 1500 3284 708 1500 211 0.21 1500 2583 1.83 1500 2093 162 1500 27647 4011 1500 1283 2243
NG-1 15 8806 618 1500 20.17 417 1500 175 0.17 1500 2656 141 1500 1880 161 1500 22840 3288 1500 600 585
NE-10 15 8254 7.08 1500 3151 6.35 1500 167 0.5 1500 2577 280 1500 2113 188 1500 25093 5223 1500 13.40 860
NO-7 5 5730 11.03 500 3208 254 500 138 008 500 2328 278 500 1760 105 500 18040 4930 500 16.00 1355
NE-8 13 6821 1042 1500 2834 618 1500 180 016 13.00 2494 288 1200 1958 183 1200 24558 71.25 1200 B850 040
NgS-14 15 6439 10.11 1500 27.18 7.67 14.00 176 0.19 1500 2409 292 1200 1850 232 1200 23917 6248 1200 14.42 088
Total 554 69.31 17.68 566.00 27.19 B.85 56500 1.73 026 551.00 23.94 297 551.00 1844 4.28 551,00 200.08 8385 551.00 1850 18.37

Nota

* conlroles
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Cuadro 9. Porcentaje de plantas en cada variables cualitativas evaluadas para las lineas
transgénicas de arroz y los controles CR-5272 y CR-1821 (no transgénicos) en
la generacion T3.

CARACTERISTICA TRANSGENICAS NO TRANSGENICAS TOTAL
Tallos
% (100) (100) {100)
n (667) (54) {(721)
Capacidad de macollamiento
Muy prolifera 1.35 37 1.5
Buena 2.25 3.7 2.4
Mediana 4.35 22.2 5.7
Pobre 12.29 222 13
Muy pobre 79.76 48.1 77.4
% (100} (100} (100)
n (652) (32) (704)
Resistencia al acame
Si conservan su posicién (no hay volcamiento) 84.2 100 854
No conservan su posicion (si hay volcamiento) 15.8 0 14.6
Panicul
% (100) (100} (100)
n (266) (50) (316)
Granos vanos (estériles) en el apice de la panicula
Todos los granos fértiles 18.2 36 21.8
Un grano estéril 47.4 50 47.8
Dos granos estériles 31.2 14 285
Tres granos estériles 1.8 0] 186

Cuatro granos estériles 04 0 0.3
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Cuadro 10.  Promedio y desviacion estandar de |as caracleristicas cuantitativas evaluadas en |as lineas transgénicas de arroz,

segun la eslrategia de transformacion ulilizaday en las variedades de arroz (Oriza safiva L), Evaluacién de la tercera

generacidn (T3), Guaplles 2003,

Grupos de lineas transgénicas Variedades sin transformar
Caracteristica AS' ¢t CPM CR-5272 CR-1821
N X Ox N X Ox N X Ox N X O N X Ox

Longitud de la laminade lahojabandera 290 3375 915 107 4321 987 270 3845 1028 24 2410 672 30 2017 513
Ancho de laliminade lahojabandera 200 221 020 107 228 030 270 219 028 24 184 022 30 147 024
Altura de la planta 200 11435 1537 107 13336 1324 270 11172 1379 24 6693 435 30 6030 1025
Longitud de la panicula 200 2726 447 107 3248 550 270 2749 408 24 2307 149 30 2147 266
Nomero de granos vanos 139 4953 2364 _ ) I 127 6033 3052 20 2280 1202 30 2717 3206
Nimero de granos lienos 138 16488 4983 _ ¥ L 127 15284 4370 20 9660 2431 30 12410 6987
Nimero de ramificaciones de la panicula 139 2060 401 127 2254 417 A0 190 137 30 1573 534

Nota: 1. AS: Protelna de capside del RHBVY en orentacién sentido.
2. C: Extremo 3' del gen de la protelna de capside del RHBY

3. CPM: Protelna de capside del RHBY en orentacion sentido, flanqueada por secuencias MAR.

_ : Blgnifica que esa caracteristica no se midio, no hay data
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Cuadro 11 Fromedio y desviacion estandar de las variables cuantitativas graficadas para las lineas transgénicas
de aroz y las variedades CR-5272 y CR-1821. Evaluacion de la tercera generacion (T3). Gudpiles 2003

Longétud de lahoja Ancho de la hoja Altura Long panicula  Ramific panlculi  Granos vanos  Granos llenos

Linea N X Ox N x Ox v X Ox N X Ox N X Ox N X Ox N x Ox
AS104-13 10 3349 672 10 221 022 10 11088 120 10 2648 521 10 2130 283 10 4350 1230 10 189.10 2548
A510-4-1 10 2653 587 10 191 024 10 10857 062 10 2338 378 10 16580 237 10 3020 @54 10 12850 234
ASI04-10 10 3838 BOB 10 217 016 10 11560 B.26 10 20067 482 10 2480 454 10 5030 224 10 180.50 40,33
AS1D4-11 10 3775 B48 10 221 020 10 12521 1143 10 20062 285
AS104-12 10 3150 553 10 214 043 10 11294 7.87 10 2550 348
AS10-4-14 10 359 721 10 23 024 10 12588 1457 10 3078 215 — - - s I i _

AS104-15 10 3635 915 10 203 014 10 10100 7.67 10 2330 347 10 2120 225 10 4680 1331 10 12000 3732
ASI04-18 10 2666 448 10 21 013 10 11045 7.67 10 2304 157 10 1810 251 10 2210 657 10 13340 4568
AS1I04-18 10 3857 7.0 10 218 016 10 11061 857 10 2546 4.33 ~ s
AS104-10 10 3145 7.50 10 234 041 10 11220 2011 10 2760 368 10 2300 353 10 5800 2921 10 15210 2155
AS10-4-2 10 3771 685 10 248 024 10 11272 7.8 10 2871 248 10 2090 331 10 6730 2738 10 22630 5300
AS104-20 10 3365 551 10 224 038 10 11850 1272 10 2680 213 10 2080 454 10 5050 2554 10 18720 41.47
AS10-43 20 3552 BB1 20 216 032 20 11147 947 20 2804 458 _ _ _  _  _ - }
AS1044 10 3444 540 10 255 016 10 12289 907 10 2508 240 10 2280 253 10 4680 1448 10 17750 31.14
AS10-45 10 4169 BO4 10 244 013 10 11822 663 10 3010 285 9 2300 343 O 5567 2244 © 20844 4158
AS104-T 10 1836 574 10 185 042 10 8247 1391 10 2388 840
AS104-8 10 2488 788 10 18 0290 10 9540 1225 10 2390 533
AS10-7-1 10 3304 872 10 221 012 10 10220 3233 10 2883 232
AS10-T-10 10 2718 1129 10 227 020 10 108.20 668 10 2556 4.5
AS10-7-11 10 3834 883 10 224 021 10 11445 818 10 2737 383
AS107-12 10 4130 891 10 253 029 10 12613 11.35 10 3215 286
AS10-7-13 10 3838 10068 10 219 03& 10 10083 1684 10 0B 574 " . P - . A
AS10-7-14 10 3812 BS8I 10 222 045 10 12803 444 10 3055 260 10 1800 176 10 6200 1828 10 14380 28.15
AS10-7-15 10 31.27 1014 10 215 033 10 10789 B78 10 2697 520 10 1720 286 10 3800 1684 10 118.00 10.18
AST0-T-2 20 315 83 20 226 0417 20 12445 1718 20 2642 261 10 2300 427 10 6OB0 3414 10 21400 5459
AS10-76 10 3785 766 10 231 017 10 12183 769 10 2966 470 10 1900 302 10 4300 1522 10 15450 3705
AS10-7-7 10 3575 BO9 10 224 020 10 12008 1024 10 27.32 269
AS10-7-8 10 2810 BS5 10 206 044 10 11582 7.89 10 2500 3.78

- -




Continuacion del cuadro 11.

Linea
C3rs-7-1
Cars-1-10
Cars-1-11
Cars-113
C3rs-7-14
C3rTs-7-2
C378-73
C37s-74
CITs-7-7
CIrs-78
Cars-18
CPM10-14-1
CPM10-14-13
CPM10-14-2
CPM10-14-3
CPM10-14-4
CPM10-14-5
CPM10-14-8
CPM10-14-8
CPM10-22-1
CPM10-22-10
CPM10-22-11
CPM10-22-5
CPM10-224
CPM10-22-7
CPM10-22-8
CPMBD-11-1
CPMBO-11-5
CPMB0-11-6
CPMB0-11-7

Longitud de la hoja  Ancho de la hoja

N
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
7
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

X
368.04
T
a7.38
48,55
40.82
4BES
41.41
4.7
46.41
51.56
38.04
35.75
36,18
34.82
39.18
Ja40
3am
36.25
3610
3075
33.06
38.85
32.50
34,82
38.52
3044
48.94
41.84
38.04
44.54

Ox

8.51

T4

742

B.18

BA7
1018
B.85
10.28
10.81
718
829
BAT
12.00
8.69

120

845

a3

7.3
5.18
817
16.88
781

B.BS

a5
1.4
813

9.80
874

789
11.77

N
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
7

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

X
28
21
1.95
25
235
268
218
23
222
236
208
n
2.25
222
225
202
207
25
2.38
225
1.85
22
225
208
242
2N
234
223
2.2
213

Ox
033
018
0.0
0.24
0.15
0.2
0,18
0.23
03g
0.18
0.4
022
0.25
018
0.25
0.22
024
024
0.19
0.26
0.z7
0.28
035
0.20
0.18
0.16
0.18
0.35
0.25
037

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Altura

X
135.24
123.79
128.15
126.685
140.71
127.20
140.52
132.83
137.92
1.3
141.08
94.682
112,33
115,32
112.33
103.33
110.35
120.00
11.67
103.40
100.08
9755
87.30
85.61
101.34
B8.37
12355
111.90
11813
111.80

Ox
7.50
11.38
5.65
10.11
547
1243
B.84
B.74
14.20
2202
21.30
12.90
11.78
5.73
118
5.48
8.1
11.08
10.00
842
1370
742
B.28
4.85
.45
§.02
10.27
14.70
624
1258

Long panicula
N X Ox
10 3073 278
10 3273 42
10 2087 148
10 3185 382
10 348 277
10 3136 304
10 2887 1178
10 3445 173
10 3483 473
10 3787 441
7T 3446 T7.02
10 2548 657
10 2817 5.03
10 2718 347
10 2817 503
10 2527 268
10 2340 283
1 2708 23
10 2811 319
10 2680 2.28
10 2688 7.74
10 2780 258
i 2805 250
10 2819 414
10 2805 508
10 2584 241
10 3157 385
10 2835 354
10 2584 220
10 2751 516

Ramific panicule
N X Ox
10 2150 5.58
10 20,00 2.05
W_ mm.l.h___u mMm
10 H8p 322
10 2350 7.09
10 2200 353
9 267 260
10 2500 298

Granos vanos

B1.80 3274
8040 41.08

7460 5204
5200 1969

7130 4152
53.50 16.20

45.78 1269

Granos Benos
N %X Ox
10 16500 50.88
10 15240 3580
10 13510 57.03
10 15550 57.80
10 15360 5891
10 11840 3956
9 14878 4201
__u_..._ __mm.mn E...mm




Continuacion del cuadro 11.

Longitud da la hoja  Ancho de la hoja Altura Long panicula  Ramific panicul:  Granos vanos  Granos llenos

Linea N X Ox N x Ox N x Ox N X Ox N x Ox N X Ox § x Ox
CPMBO-118 10 3690 685 10 207 013 10 11580 748 10 2655 200 16 2283 384 18 BO.67 2443 18 15022 4089
CPMBO-4-10 10 4112 1264 10 222 033 10 12055 936 10 2884 390 _ _ _ _ _ L i
CPMBO4-12 10 3953 1271 10 21 024 10 11447 827 10 2704 473 10 2200 267 10 37.10 1316 10 15330 3177
CPMB04-13 10 4080 748 10 228 023 10 12488 B37 10 2083 2081 10 2220 333 10 5280 21.30 10 173.50 3508
CPMBO4-5 10 3147 715 10 201 033 10 12287 1179 10 2888 413 _ _ _ _ B
CPMB0-4-8 10 5110 522 10 254 039 10 13300 11.01 10 3200 170 _ = - = = o = =
CPMBO-4-7 10 3876 625 10 198 012 10 11813 522 10 2883 404 10 2200 377 10 4310 1616 10 16850 3253
CPMBO4-8 10 3617 893 10 21 019 10 12221 748 10 2731 315 _ _  _ _ _  _ R
CR-1821* 30 2017 513 30 147 024 30 6030 1025 30 2147 2668 30 1482 376 30 2287 2065 30 11140 4828
CR-52TZ 24 2410 B72 24 184 022 24 6693 435 24 2307 148 20 1185 138 20 2280 1172 20 6660 2323
Total 721 36.03 10.82 721 217 033 721 11388 4657 721 774 498 36 20.37 503 316 5005 20.34 316 151,90 51.80
Mota:  * Variedades comerciales no transgénicas

_: Significa que esa caracteristica no se midid, no hay dato
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Cuadro 12.

Significancias del analisis de variancia para las siete caracteristicas de produccién, de acuerdo
al grupo de transformacion, dentro y entre grupos. Guapiles (T3).

Anexo 8

Dentro de los grupos Entre grupos
AS C CPM
Altura de la planta 0.000* 0.001* 0.000* 0.000"
Longitud de la hoja 0.000* 0.000" 0.060 0.000*
Ancho de la hoja 0.000* 0.000* 0.003* 0.000*
Longitud de la panicula 0.000* 0.001* 0.058 0.000*
Ramificaciones de la panicula 0.000* - 0.025** D.000"
Granos vanos 0.000* o 0.000* 0.000*
Granos llenos 0.000* -] 0.096 0.000*

e

Mo hay diferencias significativas

a=1%

a=5%

No se evalud
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