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RESUMEN *

Se diseiia una cdmara para mantener gramineas forra-
jeras en cultivo hidropdnico en condiciones de alta ilumina-
cion, temperatura y humedad, y atmdsfera controlada en
cuanto a su concentracion de CO,.

Se estudia el efecto de bajas concentraciones de CO; en
la atmdsfera de la cdmara, sobre el % de supervivencia pa-
ra Lolium multiflorum (cvs. Barmultra, Barspectra y Bar-
woltra), Dactylis glomerata (cvs. Baraula y Chantemille),
Bromus inermis, Agropyron cristatum y Phleum pratense.

Este estudio permite deducir la concentracion de CO,; a
la que la supervivencia es del 1 %, la cual se utilizard para
la seleccion de estas especies, por eficacia fotosintética.

INTRODUCCION

Uno de los factores que limitan la capacidad de producciéon
de las plantas es el rendimiento fotosintético de sus hojas. Por
término medio el 90-95 % del peso seco de la mayoria de las plan-

* PALABRAS CLAVE: Seleccién, punto de compensacién al CO., produc-
cion, fotosintesis, Lolium multiflorum, Dactylis glomerata, Bromus iner-
mis, Agropyrum cristatum y Phleum pratense.
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tas proviene del proceso fotosintético, y en general, las especies
de mayor rendimiento fotosintético (plantas C4) son también
las de mayor produccién.

No obstante, frente a estudios en los que se ha puesto de
manifiesto una clara correlacién entre produccién y eficacia fo-
tosintética (BIscoE et al. 1975 en cebada, PETERSON y ZELITCH 1982
en tabaco) hay ciertas experiencias de escasa correlaciéon (DELa-
NEY y DOBRENT 1974, en alfalfa, FisHER y col. 1981, en trigo), lo que
ha dado lugar a cierta controversia en cuanto a la utilidad de
seleccionar plantas por este caracter para obtener genotipos de
mayor produccion. En opinién de algunos autores, la contradic-
cién podria deberse a los distintos métodos de estimacién de la
tasa de absorcion del CO, empleados (ZerLitcH, 1982).

La tasa de CO; absorbido por la planta, puede incrementarse
artificialmente, aumentando la concentracién de este gas en cul-
tivos con atmdsfera controlada, (COOPER Y BRUN 1967, KRENZER Y
Moss 1975) pero dada la dificultad que esto supone, parece mas
atractivo incrementar la capacidad de asimilacion de CO; por la
propia planta mediante seleccién genética por este caracter.

En forrajeras se ha puesto de manifiesto la existencia de va-
riabilidad genética para fotosintesis neta en distintas especies
(WiLsoN 1972, en Loliuni, Asay y col. 1974 y RANDALL y col. 1984
en Festuca, WATSCHKE y col. 1972 en Poa pratensis, etc.) por lo
que en principio la seleccion por este caracter parece posible y
podria constituir una de las vias mas eficaces para la obtencién
de variedades de mayor producciéon (NAsIrov, 1978).

La eficacia fotosintética de una planta completa, esta condi-
cionada por muchos factores como estructura de la planta, ta-
mailo y crecimiento de las hojas, tamafio y densidad de los es-
tomas, tasa de absorcion de CO, por dm? de hoja, tasa de fotores-
piracioén, etc. Por ello, los intentos de mejora en este sentido se
han realizado por multiples vias.

La competencia entre el O, y el CO: por la Ribulosa bifosfato
carboxilasa, que se produce en las plantas con elevada tasa de
fotorrespiracion hace légico pensar que en una atmosfera con
bajas concentraciones de CO,, las plantas con menor afinidad en
su absorcion serian menos viables. Este método, parece uno de
los mas sencillos para seleccionar mutantes de mayor tasa de ab-
sorcién de CO, (Nasyrov 1978). Aunque los resultados obtenidos
hasta ahora no son excesivamente alentadores (CANNELL y col.
1969, MENZ vy col. 1969, NELSON y col. 1975, ApEL 1979), en los ul-
timos anos, se han conseguido ciertos éxitos seleccionando por
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resistencia a altas concentraciones de oxigeno en poblaciones de
células de Nicotiana tabacum (BERLYN 1980), y seleccionando
plantas haploides de esta misma especie, en camaras de bajo con-
tenido en CO. (MEDRANO, 1982).

El éxito obtenido en estos ultimos trabajos, asi como en otros
realizados en forrajeras (WiLsoN, 1982), y el hecho de que en es-
tas plantas, la cosecha es la planta completa, (en gran parte su-
perficie foliar), nos ha conducido a intentar aplicar en grami-
neas forrajeras los métodos de seleccién que empleamos ante-
riormente en tabaco.

El presente trabajo, describe el sistema de seleccion puesto a
punto para llevar a cabo este proyecto.

MATERIALES Y METODOS

Se estudian las siguientes especies y cultivares de gramineas
forrajeras: Agropyron cristatum, Bromus inermis, Dactylis glo-
merata (cv. Baraula y cv. Chantemille), Phleum pratense. y Lo-
lium multiflorum (cv. Barmultra, cv. Barspectra y cv. Barwoltra).

a) Semilleros: germinacion y primera fase de crecimiento.

Se siembran 15 gr. de semillas en semilleros de 29 x 14 x 5 cm.
en substrato inerte (perlita). Las semillas habian sido previamen-
te humectadas en agua destilada durante 24 h.

La germinacidn tiene lugar en camara fitotrén con ilumina-
cién controlada, a base de tubos fluorescentes Sylvania de 65 W
y lamparas Philips HP-T de 400 W. La intensidad luminica a ni-
vel de los semilleros, alcanza los 308 p. E x m—* x s, El fotope-
riodo es de 16 h. de iluminaciéon por 8 h. de oscuridad. En los
primeros y dltimos 30 minutos, la iluminacién procede solamen-
te de tubos fluorescentes (intensidad luminica de 32 p E x m™—2 x
s71.). Las temperaturas se mantienen entre 26°C (dia) y 14°C
(noche).

Como sistema de riego se colocan los semilleros en bandejas
con agua destilada, hasta la germinacion (de 4 a 7 dias desde la
siembra); posteriormente se les suministra solucién nutritiva
Hoagland n. 2 con un suplemento de NH,NO; de 1,091 gr./gr.l.

Los semilleros con las plantulas germinadas se mantienen en
estas condiciones hasta el momento del transplante a las cama-
ras de seleccion (14 dias después de la siembra).
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b) Cdmaras de seleccion.

Las plantas estudiadas se transplantan a cultivo hidropéni-
co, en camaras con atmosfera controlada, por lo que respecta a
la concentracion de CO,. Estas caAmaras de seleccién poseen unas
dimensiones de 80 x 65 x 65 cm., vy estan construidas en metacri-
lato transparente de 5 mm. de grosor (Fig. 1).

Estas camaras estan formadas basicamente por tres compar-
timentos:
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Fig. 1.—Camara de seleccién.

C: Compresores; FA: Entrada de aire; SA: Salida aire; B: Bomba de
agua; SN: Solucién nutritiva; BA: Bafio para absorber infrarrojo.

1) La parte inferior constituye una cubeta de 11 cm. de pro-
fundidad; que se llena de solucién nutritiva, en la cual estan in-
mersas las raices.

2) La parte central, presenta la mayor parte del volumen de
la camara (47 cm. de altura) y constituye la atmosfera de com-
posicidén controlada en la que crece la parte aérea de las plantas
que estan separadas de la cubeta inferior (solucién nutritiva)
mediante una placa opaca, con orificios distribuidos homogénea-
mente por toda su superficie, en los que se colocan las plantas
al inicioc de la experiencia.
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3) El techo est4 constituido por una cubeta de refrigeracién
(de 5 cm. de profundidad) en la que se mantiene una solucién
diluida de CuSO; en agua. Este compartimento actiia de filtro
para evitar una excesiva entrada de radiacién infrarroja.

Se utiliza la solucién nutritiva, Hoagland n. 2, modificada
aumentando un 25 % la concentracion de todos sus componen-
tes, v suplementada ademéas con 1,36 gr/l de NOs;NH;. Una pe-
quena bomba sumergida en la propia solucién, mantiene el liqui-
do en circulacién y lo oxigena, burbujeando aire procedente de
la propia camara.

Se introduce el aire en la ciamara de seleccidn, a través de un
tubo que penetra por la parte inferior del lateral derecho, y dis-
tribuye (a través de varios agujeros) homogeneamente al aire
en la atmosfera controlada. El flujo de entrada de aire se situa
en 12,8 1/min. lo cual supone una renovacion de la atmosfera ca-
da 18,6 min. El aire sale de la cdmara a través de un orificio en
la parte superior del lateral izquicrdo.

El sistema de iluminacién consiste en una ldampara MAZDA
de halogenuros metélicos (de 400 W), provista de un reflector he-
misférico, y situada a 23 cm. por encima de la cimara. Con ello
se consigue una intensidad luminica de 492 ¢+ E x m™2 x s, a
nivel de la base de las plantas. La duracion del fotoperiodo es de
14 h. de iluminacién por 10 h. de oscuridad.

La manipulacién para colocar las plantas, sacarlas, etc., se
hace por la cara frontal que puede abrirse parcialmente.

c) Sistema regulador de la concentracion de CO,

La concentracion de CO: en la atmosfera de las camaras de
seleccién, se obtiene mezclando aire sin CO, con aire atmosférico
exterior en las proporciones adecuadas (Fig. 2). Para ello se utili-
za aire, procedente del exterior del laboratorio introducido me-
diante un sistema de ventilacion continua, y conduccién por tu-
bo de aluminio (15 cm. de didmetro) a un depdsito. Este aire es
impulsado por dos pequefios compresores, a través de un tubo
de 10 mm. de diametro el cual se bifurca en dos ramales; en
uno de ellos el aire pasa por una columna de cal sodada de 45 cm.
de longitud (con indicador metilo violeta) que retiene todo el
CO.. Por el otro ramal, el aire pasa a través de una valvula que
regula el flujo. Al final los dos ramales convergen mezclandose
aire normal y aire sin CO,. La proporcién de cada una de las par-
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tes en esta mezcla, nos permite obtener aire con una concentra-
ciéon determinada de CO, que es conducido a la camara de se-

leccion.
ﬁ X ea

Fig. 2—Dispositivo para obtener aire de bajo contenido en CO..

C: Compresores de impulsién de aire; EA: Entrada de aire; SA: Salida de

aire; B: Bomba de agua; SN: Solucién nutritiva; BA: Bafio de agua y

CuSo, para absorber la radiacién infrarroja; V: Vialvula de regulacion del
flujo de aire; CL: Columna de retencidon del CO. del airc.

El control del mantenimiento de la concentracion de CO, du-
rante todo el periodo de cultivo, se lleva a cabo mediante medi-
das periodicas con el IRGA (analizador de gases mediante infra-
rrojos), renovando cuando es necesario, el contenido de cal so-
dada de la columna.

d) Transplante v cultivo en cdmara de seleccion.

Plantas de los semilleros, de tamafios que oscilan entre 2 y
5 cm. (segtin las especies). Se colocan introducciendo las raices
en los orificios de la placa opaca (de 79 x 64 x 1 cm.) que actua
como soporte, asi quedan las raices sumergidas en la solucién
nutritiva.

Mediante un anillo de algodén graso que envuelve la base del
tallo, se consigue que la parie aérea quede erecta.

La solucién nutritiva se mantiene constante reponiendo las
sales consumidas, cada 3 dias. Esto se consigue ajustando la
conductibilidad correspondiente a solucién nutritiva inicial (5,1
mMbhos.).

Se plantan 4 cdmaras que seran sometidas a las siguientes
concentraciones de CO;: concentraciéon de la atmésfera exterior
(350-400 ppm.), 200 ppm., 100 ppm., y 50 ppm.

El ntimero de plantas para cada una de las 8 especies o va-
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riedades estudiadas y para cada camara (a distinta concentra-
cién de CO) es de 54.

Después de tres dias de adaptacion al cultivo hidropénico y
al sistema de iluminacion, se ajusta la concentraciéon de CO, de-
seada y a continuacién se cierra herméticamente la cdmara (pa-
red frontal desmontable). A partir de este momento se mantiene
el cultivo durante 20 dias.

Se miden peso fresco y seco inicial y final por planta asi co-
mo la capacidad de supervivencia a las distintas concentracio-
nes de CO..

RESULTADOS Y DISCUSION

En las plantas estudiadas, como consecuencia de las bajas
concentraciones de CO,, aparece en primer lugar una clorosis en
las hojas mas adultas, que acaba generalizdndose para toda la
planta; este fenémeno va frenando progresivamente el crecimien-
to. Posteriormente va apareciendo necrosis en las hojas inferio-
res (mas adultas), la cual se va extendiendo hacia hojas cada vez
mas jovenes, secandose completamente las adultas y parcialmen-
te las jovenes. La intensidad y la rapidez de apariciéon de estos
efectos, es mucho mayor cuanto mas baja es la concentracién de
CO; en la atmodsfera de la camara. Asi por ejemplo, a concentra-
ciones de 50 ppm, mas del 80 % de las plantas acaban por secar-
se completamente a los 20 dias de cultivo (Fig. 3, 4 y 5).

La disminucidn en el crecimiento de las plantas, como conse-
cuencia de las bajas concentraciones de CO, en la atmdsfera de
cultivo, queda perfectamente de manifiesto al comparar los va-
lores de biomasa seca, tras los 20 dias de cultivo. Como puede
verse en la tabla 1, las producciones en atmdsfera normal (400
ppm), muestran valores claramente diferenciados entre las distin-
tas especies ensayadas. Puede observarse la superioridad de los
tres cultivares de Lolium multiflorum frente a las restantes es-
pecies, presentando ademds una fuerte variabilidad intraespeci-
fica. A continuacion se situan los cultivares de Dactylis glomerata
junto con Bromus intermis (entre 76 y 85 mg. de peso seco por
planta). Los valores de produccion menores corresponden, como
se observa, a Agropyron cristatum y a Phleum pratense, con 44,5
vy 32,6 mg. de masa seca por planta, respectivamente.

Se observa ademas, para todas las especies y cultivares estu-
diados, una clara disminucién de los pesos medios por planta, en

PASTOS 1986 197



funcién de la concentracién de CO; en la atmdsfera de la cama-
ra (desde 400 hasta 50 ppm).

Puesto que el objetivo central de este trabajo, es conocer las
concentraciones de CO, que nos permitan ejercer una selec-
cién fuerte sobre las poblaciones de partida, nos interesa cono-
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cer la relacién entre la proporcion de CO; y la mortalidad, ob-
servada tras 20 dias de cultivo en dichas condiciones.

Como puede verse en las figuras 3, 4 y 5, a menores concen-
traciones de CO; en la atmosfera, corresponden % de supervi-
vencia cada vez mas bajos. Esta corespondencia, se ajusta clara-
mente a una serie de curvas de tipo logaritmico, en todas las es-
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TABLA 1

MASA SECA TOTAL POR PLANTA (en mg), DESPUES DE 20 DIAS DE
CULTIVO EN CAMARA DE SELECCION, A DISTINTAS CONCENTRA-
CIONES DE CO,

Concentracion de CO,

Especie/cv. T
400 ppm 200ppm 100 ppm 50 ppm
Agropyron cristatum 44,58 32,23 13,73 6,25
Bromus inermis 84,77 31,41 15,65 197
Dactylis glomerata 76,23 4421 5,44 3,89
cv. BARAULA
Dactylis glomerata 85,88 36,03 10,88 5,20
cv. CHANTEMILLE
Phleum pratense 32,66 41,65 10,90 1,53
Lolium wmultiflorum 199,29 61,05 21,49 6,87
cv. BARMULTRA
Lolium multiflorum 284,84 90,64 32,94 7,58
cv. BARSPECTRA
Loliuwm multiflorum 335,80 66,98 46,85 3,70

cv. BARWOLTRA

pecies v cultivares estudiados, alcanzando en todos los casos va-
lores de ajuste de R?=0,8 y superiores.

En las graficas se representa la curva logaritmica tedrica (con
su correspondiente ecuacion) y el coeficiente de ajuste, para ca-
da especie y cultivar; asi como los puntos que corresponden a
los valores reales de supervivencia, a 50, 100, 200 y 400 ppm.
de CO; Puede observarse que las disminuciones en el % de
supervivencias como consecuencia del descenso de la concen-
tracion de CO, son mucho mas acentuadas en la zona inicial
de la curva (alta pendiente), que en la zona de la derecha en la
cual, grandes oscilaciones, apenas tienen efecto sobre la super-
vivencia. Por otra parte, los mejores ajustes son para los tres
cultivares de Lolium multiflorum (entre 0,90 y 0,94), a conti-
nuacion aparecen los dos cultivares de Dactylis glomerata junto
con Bromus inermis (entre 0,86 y 0,89) y finalmente, con ajustes
inferiores, estin Agropyron cristatum y Phleum pratense, con
coeficientes de ajuste a la curva tedrica de supervivencia de
0,81 v 0,80 respectivamente.

El ajuste a curvas tedricas, de los valores de supervivencia,
obtenidos para cada especie y cultivar, tiene interés, entre otras
cosas, porque nos permiten hacer predicciones de la tasa de mor-
talidad con respecto a la concentraciéon de CO,. En este estudio,
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se han determinado los valores tedricos de supervivencia del 50 %
de las plantas al acabar el cultivo (20 dias), o DLs asi como los va-
lores en que la supervivencia es del 5% (DLss) y del 1 % (DLs).
En la tabla 2 se exponen estos valores, observandose la existen-
cia de variabilidad interespecifica e intraespecifica en los tres
parametros.

TABLA 2

CONCENTRACIONES DE CO, (en ppm), EN LAS QUE LA SUPERVIVEN-
CIA ES DEL 50 % (DLx), del 5% (DLxs), Y DEL 1% (DLy), RESPECTI-

VAMENTE
Especie/cv. LL., DL DLy
Agropyron cristatum 111,6 42,0 36,7
Bromus inermis 104,7 379 442
Dactylis glomerata 122,6 48,0 442
cv. BARAULA
Dactylis glomerata 1139 42,2 38,6
cv. CHANTEMILLE
Phleum pratense 1411 48,7 443
Lolivm multiflorum 93,0 30,4 27,5
cv. BARMULTRA
Lolium multiflorum 99.3 36,3 332
cv. BARSPECTRA
Lolium multiflorum 116,5 46,0 423

cv. BARWOLTRA

Por otra parte, puede observarse que, en general, los cultiva-
res de mayor eficacia en la produccién de biomasa (tabla 1), son
también los que presentan concentraciones mas bajas de CO;
para su DLy. Asi la especie de menor produccién (Phleum pra-
tense) es también la que presenta una DLy mas alta; y los de
mayor produccidn, corresponden a los valores de DLy més bajos
(L. multiflorum), salvo en el caso del cv. Barwoltra, que siendo
el de maxima produccion, presenta una DLy relativamente alta,
préxima a la de los cultivares de Dactylis glomerata. En este sen-
tido, cabe sefialar que la produccion de biomasa obtenida a 50
ppm., ofrece unos resultados que no concuerdan con los de la
produccion a 400 ppm, observandose que Bromus inermis, que
tiene una produccién modesta a 400 ppm, es el que presenta los
mayores valores a 50 ppm; y Lolium multiflorum cv. Barwoltra,
que presenta la maxima produccién en atmésfera normal, presen-
ta valores cercanos al méas bajo (Phleum pratense) a 50 ppm. Es-
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tas observaciones indican que el efecto de bajas concentraciones
de CO; sobre la produccion, no es generalizable a partir de los
datos de producciéon en atmésfera normal.

En plantas sometidas a bajas concentraciones de CO,, es im-
portante la tasa de asimilacion fotosintética, pero también Jo es
la tasa de desasimilacion por respiracion y fotorespiracién. La su-
pervivencia y capacidad de produccion, en tales condiciones, de-
pende, durante cierto periodo de tiempo, sobre todo del balance
entre estos dos procesos. En este sentido, los valores de super-
vivencia obtenidos para las distintas especies, se ven claramente
relacionados con la produccién a 50 ppm. Los contrastes entre el
comportiamiento ¢n estas condiciones y en atmosfera normal (en
Lolium multiflorum cv. Barwoltra y Browmus inermis), probable-
mente se deben, en Lolium, a una tasa alta de respiracién y foto-
respiracion, que en otras especies se ha visto asociada a valores
altos de fotosintesis neta y producciéon (WILHELM y NELSON, 1978).
En Bromus inermis, la correspondencia seria entre valores mas
modestos de fotosintesis y produccion, pero también bajos en
cuanto a respiracion y fotorespiracién; eso, en condiciones li-
mite, le supone una mayor capacidad de supervivencia.

A la luz de estos resultados, parece, en primer lugar, que es
necesario mantener concentraciones de CO, diferentes para ca-
da especie y cultivar, si se desea mantener una presién de selec-
cién uniforme. Por otra parte, los resuliados obtenidos ofrecen
una serie de interrogantes, en cuanto a la relacién entre fotosin-
tesis, punto de compensacién y produccién a bajas concentracio-
nes de CO;, que puede ser interesante dilucidar, para conocer
con mayor detalle las relaciones entre fotosintesis y produccidn.

La seleccion de gramineas forrajeras por supervivencia en at-
mosfera de bajo contenido en CO; ha sido abordada en Festuca
arundinacea por NELSON y col. (1975), con éxito reducido. No
obstante, en nuestra opinion, en estos trabajos asi como en los
de Moss (1970) y MENZ y col. (1969), se utilizaron concentracio-
nes de CO: por debajo del punto de compensacion, lo que sitia
a las plantas en condiciones obligadas de autoconsumo de los
asimilados (salvo mutantes claramente destacados del conjun-
to, v por tanto de muy poco probable aparicién). En nuestro
trabajo en tabaco (MEDRANO, 1982), se seleccioné a concentracio-
nes ligeramente mads altas que el punto de compensacién, man-
tenidas largo tiempo (45 dias), para resaltar las escasas ventajas
de aquellos genotipos que poseian un punto de compensacién
algo mas bajo y, por tanto, pudieran mantenerse mejor y sobre-
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vivir. Posteriormente habria que estudiar la fotosintesis y pro-
duccién que estos genotipos presentaban.

Por otra parte, el mantenimeinto de temperaturas altas en la
camara de cultivo (25 a 28°C) y elevada irradiacién 492 i Exm—2
xs '), obedecen al interés de favorecer los procesos respirato-
rios y fotorespiratorios, muy dependientes de la temperatura,
y de mantener una intensidad luminosa que no pueda resultar
limitante para la capacidad de asimilacién de CO; por las plantas.

Manteniendo estas condiciones, y la concentraciéon adecuada
de CO; se ha iniciado la seleccion. En posteriores comunicacio-
nes, esperamos poder iniciar la valoracion de la eficacia del mé-
todo, con las primeras plantas supervivientes.
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BREEDING OF FORAGE GRASSES BY PHOTOSYNTHETIC
EFFICIENCY

SUMMARY *

A growth chamber, has been designed to mantain forages in hidro-
ponic culture, in conditions of high illumination, warm temperature and
high humidity.

The concentration of CO, in the atmosphere was controlled. The effect
of low CO. concentrations on % of surviving plants have been studied for
Lolium multiflorum (cvs. Barmultra, Barspectra and Barwoltra), Dactylis
glomerata (vcs. Baraula and Chantemille), Bromus inermis, Agropyron
cristaturm and Phleum pratense.

The results otained, show that with certain CO. concentrations there
are only 5 % surviving plants. These CO, concentrations will be maintained
to select these species by photosynthetical efficiency.

*

KEY WORDS: Sclection, CO, compensation point, plant production, pho-
tosynthesis, Lolium wultiflorum, Bromus inermis, Dactylis glomerata,
Agropyrum cristatum y Phleum pratense.
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