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RESUMEN

Se trataron anteras de Nicotiana tabacum variedad «Wisconsin-38» con el mutágeno etil-
metano-sulfonato (EMS)y se cultivaron «in vitro» con objeto de obtener poblaciones de plantas
haploides con alta variabilidad genética.

La selección de plantas haploides por su eficacia fotosintética, dentro de estas poblaciones, se
llevó a cabo en una cámara en la cual las plantas se cultivaban en un medio hidropónico y con una
atmósfera cuya concentración de CO; se rebajó hasta un nivel próximo al punto de compensación
del tabaco.

Las plantas que sobrevivieron 45 días al tratamiento,se transplantaron a macetasy se cultivaron
en un invernadero, donde se estudiaron sus características de crecimiento y desarrollo. Las plantas
selectas se propagaron por cultivo «in vitro» de yemas para realizar posteriores medidas de cre-
cimiento, fotosíntesis neta y contenido en clorofila, comparativamente con una población de
plantas haploides que no habían sufrido el proceso de selección. En todas las plantas selectas se
verificó su carácter haploide por conteo de cromosomas en ápices deraiz.

Los resultados obtenidos parecen indicar que el sistema desarrollado posibilita seleccionar
plantas haploides con mayor capacidad de asimilación de CO; dentro de una población de haploi-
des de gran variabilidad.

PALABRAS CLAVE: Eficacia fotosintética, Nicotiana tabacum, selección, haploide.

INTRODUCCION

El rendimiento de las plantas cultivadas se ve limitado por su eficacia fo-
tosintética (Nasirov 1978, Zelitch 1975, Bassham 1977).

El aumento de la capacidad de fotosíntesis puede lograrse tratando de
optimizar las condiciones de realización de la misma (concentraciones de
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CO, y O,, iluminación, temperatura, estado hídrico y nutricional, etc.) o bien
por selección o mejora genética para obtener líneas de alta eficacia.

Las distintas especies vegetales muestran una alta variabilidad en cuanto
a su eficacia fotosintética. Es bien conocida la diferencia existente entre los
grupos de plantas C; y C;,. Estas últimas son considerablemente más produc-
tivas en lo que se refiere a cantidad de materia vegetal por carecer de fotorres-
piración (Zelitch 1971, 1973). Sin embargo la división entre ambos grupos
no es absoluta ya que se conocen en la actualidad plantas con características
intermedias (Brown y Treguna 1967, Brown y Brown 1975, Brown 1976,
1978, Kennedy y Laetsch 1974, Crookston 1972, Krenzer et al. 1975), así
comode híbridos entre C; y , (Bjorkman et al. 1971, 1973, Pearcy y Bjorkmann
1971).

La eficacia fotosintética varía considerablemente entre los distintos cul-
tivares de una misma especie. Se han descrito variaciones en la tasa de asi-
milación del CO, en soja (Curtis et al. 1969, Dornhoff y Shibles 1970, Dreger
et al. 1979), cebada (Apel y Lehman 1969), maiz (Heichel y Musgrave 1969),
alfalfa (Pearce et al. 1969), algodón (El-Shartawy et al. 1965), judía (Izhar y
Wallace 1967), tabaco (Zelitch y Day 1968), etc. Esta variabilidad muestra las
posibilidades de la selección genética sobre este carácter. La fotosíntesis neta
muestra además propiedades de heterosis en algunos cruces entre distintas
líneas de maíz (Heichel y Musgrave 1969, Crosbie et al. 1978, Víctor y Mus-
grave 1979) o judía (Izhar y Wallace 1967).

Aunque en algunos casos se ha mostrado la inexistencia de una clara
correlación positiva entre la fotosíntesis neta y el rendimiento de la cosecha
(Dornhoff y Shibles 1970, en soja; Delaney y Dobrenz 1974, en alfalfa;
Fisher et al. 1981, en trigo) otros resultados han dado una correlación positiva
entre ambos parámetros (Puckridge 1971, en trigo; Biscoe et al. 1975, en ce-
bada; Christy y Porter 1981, en soja, y Peterson y Zelitch 1982, en tabaco).
Según Zelitch (1982), estos resultados contradictorios pueden deberse a los
diferentes métodos de estimación de la tasa de asimilación de CO, que se han
utilizado.

La tasa de asimilación de CO, en la planta puede incrementarse por dis-
tintas vías relacionadas directa o indirectamente con el proceso de la foto-
sintesis. La selección por caracteres comoel incremento de la superficie foliar o
cambios en la disposición de las hojas (Yoshida 1972, Loomis et al. 1971); la
densidad y el tamaño de los estomas (Miskin y Rassmussen 1970, Pallardy y
Kozlowski 1979); el retraso de la senescencia de la hoja (Usmanov et al. 1975,
Goldthwaite y Laetsch 1968, Kennedy y Laetsch 1973, Moss 1976); conte-
nido en clorofila (Ferguson et al. 1973); prolongación del período de alma-
cenamiento de asimilados en el grano (Evans y Dunstone 1970), etc., se ha
utilizado con diferente éxito para mejorar la capacidad de asimilación de CO,
por la planta.

Las variaciones en el contenido en ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenosa
rubisco y en la actividad de carboxilasa se han relacionado con la fotosíntesis
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neta (Bjorkman 1968, Wreing et al. 1968, Singh et al. 1974, Randall et al.
1977, Bassaham 1977). Se han encontrado distintos genotipos que mues-
tran diferencias en la actividad o contenido de la RUDP carboxilasa en
soja (Izhar y Wallace 1967), tomate (Anderson et al. 1970) y tabaco (Sing
y Wildman 1973). Se han intentado seleccionar plantas con mayor actividad
carboxilasa de esta enzima, como forma de obtener mayor rendimiento foto-
sintético (Randall et al. 1977, Garret 1978, Setter et al. 1978, Somerville y
Ogren 1980, Rhodes et al. 1980).

La competencia entre el O, y el CO, por la RUDP carboxilasa que se
produce en las plantas con elevada tasa de fotorrespiración, hace lógico pen-
sar que en una atmósfera con bajas concentraciones de CO, las plantas con
más fotorrespiración serían menos viables, Este sistema ha sido ensayado
por diferentes investigadores (Canell et al. 1969, Menz et al. 1969, Apel 1979).
Se han obtenido individuos con baja fotorrespiración en plantaciones de ta-
baco aunque no ha sido posible fijar este carácter en la descendencia (Zelitch
y Day 1973).

La inducción de mutaciones por distintos métodos puede ser de gran ulti-
lidad para obtener genotipos mejorados en algún carácter. Aunque la mayor
parte de los mutantes que se han obtenido poseían una menoreficacia foto-
sintética se han seleccionado algunos mejorados en este carácter en guisante
(Highkin et al. 1969) y algodón (Usmanov et al. 1975).

El cultivo de tejidos y células vegetales abre un campo de amplias posibi-
lidades para aplicar a las plantas superiores, diversas técnicas de mejora gené-
tica, que anteriormente estaban limitadas a las poblaciones de microorga-
nismos. La utilización de mutágenos físicos o químicos, permite inducir varia-
bilidad genética en grandes poblaciones homogéneas de células vegetales
cultivadas «in vitro» y, alterando adecuadamente el medio pueden estable-
cerse las condiciones para seleccionar determinados tipos de mutantes. La
posibilidad de utilizar genotipos haploides obtenidos a partir de cultivo de
polen (Guha y Maheswari 1964, 1967, Bourgin y Nitsch 1967, Sunderland y
Wicks 1971) permite detectar las mutaciones recesivas y facilita su selección.
La posterior regeneración de plantas a partir de los cultivos celulares permite
transformar estos logros experimentales en realizaciones prácticas para la
agricultura. Por esta vía se han conseguido seleccionar diferentes mutantes
a partir de líneas celulares de tabaco (Carlson 1970, 1973, Muller y Grafe
1975, Bins y Meins 1973, Syono y Furuya 1974, Maliga et al. 1973, Heimler y
Filner 1970, Wildholm 1972, 1975, Lescure 1973). Hay que destacar que ha
sido posible seleccionar varios mutantes resistentes a altas concentraciones
de oxígeno a partir de líneas celulares de tabaco (Berlyn 1980, Zelitch y Berlyn
1982).

En este trabajo se han obtenido poblaciones haploides de gran variabilidad
a partir de cultivos «in vitro» en anteras tratadas con un mutágeno y poste-
riormente se ha efectuado una selección por eficacia fotosintética mediante
cultivo en una atmósfera con baja concentración de CO,. Las características
de las plantas supervivientes se estudiaron comparativamente con las de la
población original. El plan de trabajo se esquematiza en la Figura 1.

Inv. Agrar.: Prod. Prot. veg. Vol. 1 (3) 1986



292 H. MEDRANO,E. PRIMO-MILLO

”
DE SINFECCIÓN OBTENCION DE HAPLOIDES POR
desinfection— CULTIVO DE ANTERAS TRATADAS

: > CON MUTÁGENO (EMS)
| obtention of haploids by «in vitro»
culture of mutagen treated antherse PLANTAS HAPLOIDES

haploid plants

PLANTAS EN TUBO

plants in tube

CULTIVO
HIDROPÓNICO - ADAPTACIÓN

hydroponic culture adaptation of
plants

qe =

XL AA —A =- -— —— -— p- -£ - E a
CAMARA DE SELECCIÓN
selection chamber

PLANTAS HAPLOIDES
SELECTAS
selected haploid plants

DIPLOIDIZACIÓN Ú CRECIMIENTOAiploidizationa EN INVERNADERO
growth in
greenhouse

OA TENCION obtention
DE SEMILLAS Oseeds

PROPAGACION POR
CULTIVO DE TEJIDOS
propagation by
tissue culture

CULTIVO EN
EL CAMPO

grown in the field
— conditions Fig. 1.-—Plan de trabajo.

Development plan.



SELECCION DE PLANTAS POR EFICACIA FOTOSINTETICA 293

MATERIAL Y METODOS

Material

Para este estudio se utilizaron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) de
la variedad «Wisconsin 38».

Métodos

Obtención de plantas haploides por cultivo de anteras: Los botones flo-
rales se obtienen a partir de plantas cultivadas en invernadero (25-27* € de
temperatura durante el día y 18-20*% C durante la noche y 16 h de fotoperíodo).
Se toman anteras con polen en un estado de evolución próximo a la primera
mitosis (Nitsch 1969, Sunderland y Wicks 1971) que se esterilizan durante
10 min. en una solución filtrada de hipociorito cálcico al 7 p. 100 y posterior-
mente se lavan tres veces con agua estéril.

Las anteras se separan en condiciones asépticas y se someten a un trata-
miento con mutágeno, sumergiéndolas, durante 1 hora, en una solución de
etilenmetano-sulfonato (EMS) al 0,01 p. 100 que había sido previamente
esterilizada mediante paso por un filtro Millipore de 0,025 mm de poro.

Se eliminan los restos del mutágeno mediante lavado de las anteras con
agua estéril y se transfieren al medio de cultivo. La solución nutritiva utili-
zada es la de Murashige y Skoog (1962) desprovista de hormonas. El pH se
ajusta a 5,6 antes de adicionar el agar Difco Bacto de 0,7 p. 100. Para el cul-
tivo se utilizan placas Petri de 10 cm que se mantienen en una cámara a 27 C
con un fotoperiodo de 16 horas y una iluminación de aproximadamente
2000 lux (que se consigue mediante lámparas fluorescentes tipo Grolux).

Antes deiniciar el cultivo se tiñen algunas anteras con acetocarmin (carmin
al 2 p. 100 en ácido acético al 45 p. 100) para determinar el estado de evo-
lución del polen.

Diseño y funcionamiento de la cámara de selección: Para efectuar la se-
lección se utilizó una cámara en la cual se podían cultivar plantas en una
atmósfera con baja concentración de CO,, con objeto de que solamente so-
brevivieran y se desarrollaran aquellas con mayor capacidad para su utilización.

La instalación se realizó en una habitación provista de aislamiento tér-
mico y dotada con un sistema de aire acondicionado que mantenía una tem-
peratura constante de 20% C con oscilaciones inferiores a + 1* C.

La cámara para el cultivo de las plantas (Fig. 2) se construyó de vidrio
transparente con unas dimensiones de 1,30 x 1,00 x 0,90 m. Para la cubierta
superior de la misma se utilizó metacrilato transparente y se le dotó de un
sistema de cierre hermético. Esta cubierta tenía forma de cubeta plana, de
modo que en su superficie exterior podía mantenerse un lecho de agua de
3-4 cm de espesor con objeto de absorber la radiación infrarroja de los focos
de iluminación situados en la parte superior de la cámara y de esta forma evitar
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un calentamiento excesivo de la misma. En estas condiciones y mediante
el acondicionamiento térmico de la habitación se consiguió mantener una
temperatura constante en el interior de la cámara de 27” C que se controlaba
mediante un termómetro convenientemente dispuesto con este objeto.

La iluminación se realizó mediante un sistema combinado de 4 lámparas
incandescentes de vapor de mercurio de 400 W y dosfilas de 8 tubos fluores-
centes Grolux de 40 W, que aportaban una intensidad luminosa uniforme de
aproximadamente 30.000 lux medida en la zona baja de la cámara.
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El suministro de agua y nutrientes a las plantas que se cultivan dentro de
la cámara se realiza mediante un sistema de cultivo hidropónico. Con este
objeto el fondo de la misma se cubre hasta una altura de 14 cm con la solu-
ción nutritiva, que se recicla a razón de unos 40 1/h, realizándose esta opera-
ción mediante dos depósitos suplementarios: uno de ellos, que se mantiene
a una altura superior, aporta la solución a la cámara por una tubería en la
cual se regula el caudal de entrada en la misma mediante una llave de paso.
El otro, que se coloca a una altura inferior, recibe el líquido que sale de la
cámara por un desague practicado a 14 cm del fondo que a su vez regula el
nivel de la lámina de agua dentro de ella. Por último, la solución nutritiva se
“recicla desde el depósito inferior al superior, mediante una tubería auxiliar
que va por el exterior de la cámara, impulsándose el líquido gracias a una
pequeña bomba eléctrica sumergida que se acciona o detiene mediante dos
electrodos.

Para evitar en lo posible la formación de algas se mantiene la solución
nutritiva en oscuridad. La aireación de la misma se consiguió haciendo bur-
bujear en el depósito inferior una corriente de aire accionada por un pequeño
compresor.

El control de la concentración de CO, en la atmósfera del interior de la
cámara se realizó introduciendo dentro de la misma una corriente de aire
con una concentración de CO, conocida. La regulación del CO, en esta co-
rriente se realizó mezclando en las proporciones adecuadas aire desprovisto
de CO, con aire normal. Esto se consigue con el dispositivo representado en
la Figura 3, que impulsa una corriente de aire mediante unas pequeñas bom-
bas por una conducción que se bifurca en dos ramales, en cuyo inicio se han
insertado válvulas reguladoras (Y, y V,). Antes de la bifurcación, se acopló
una derivación en T cuyo extremo se sumerge en una columna de agua, que
sirve para eliminar posibles sobrepresiones, favoreciendo el mantenimiento
del flujo deseado. En una de las dos derivaciones, se acopla una columna de
cal baritada que retiene el CO, del aire que pasa a través de la misma. Poste-
riormente, el aire exento de CO, que sale de la columna se mezcla con el del
otro ramal ajustando los flujos con las válvulas V, y V, hasta alcanzar la con-
centración del anhídrido carbónico deseada. La concentración final de CO,
fue de 63-65 ppm, ligeramente superior al punto de compensación del tabaco.

El caudaltotal de aire bombeado a la cámara es de unos 700 1/h que pro-
duce 0,7 renovaciones por hora de la atmósfera de la misma. Para conseguir
una adecuada distribución del aire en la cámarase insta:6 un pequeño venti-
lador de uso continuo en su interior. En estas condiciones se realizaron varias
medidas de la concentración de CO, a la entrada y a la salida de la cámara,
no apareciendo diferencias superiores a + 10 ppm entre ambos valores.

La salida del aire de la cámara se realiza mediante una conducción cuyo
extremo se sumerge en un recipiente con agua donde burbujea, para impedir
el flujo de aire en sentido inverso, en caso de producirse una parada temporal
del equipo de bombeo.

La humedad relativa dentro de la cámara se mantiene siempre a niveles
superiores al 80 p. 100.
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Tratamiento de las plantas haploides: Las plantas obtenidas por cultivo
de anteras se pasan de la placa Petri a tubos de cultivo de 24 x 160 mm
conteniendo 25 ml del mismo medio, hasta que alcanzan un tamaño de 4 ó
6 em de altura. Posteriormente se transfieren a un cultivo hidropónico, en
las mismas condiciones que tendrán en la cámara de selección excepto en lo
que se refiere a la disminución de la concentración de CO, en la atmósfera.
Este paso tiene por objeto aclimatar las plantas al nuevo sistema de cultivo
antes de ampliar las condiciones selectivas.

Después de 12 días de adaptación se aplica el aire con baja concentración
de CO, (60-65 ppm) durante 45 días. Las plantas supervivientes se transplan-
tan a macetas con el sustrato descrito para el cultivo normal del tabaco. Para
evitar la deshidratación durante los primeros días del trasplante, las macetas
bien regadas se meten en bolsas de polietileno transparentes que se cierran,
con lo cual la planta se mantiene en un ambiente saturado de humedad. A los
8-10 días se abren las bolsas y se pasan las macetas a un invernadero donde
se cultivan en las condiciones descritas anteriormente.
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Propagación de las plantas haploides: Para la propagación de las plantas
haploides seleccionadas en el proceso anterior, se tomaron algunas yemas
vegetativas laterales que se separaron del tallo mediante una pequeña cu-
chilla. Dichas yemas se desinfectaron por inmersión durante 20 minutos en
una solución filtrada de hipoclorito cálcico al 7 p. 100 adicionada de un
mojante (Tween 20) al 0,1 p. 100 y posteriormente se lavaron 3 veces con
agua estéril. El medio de cultivo contenía los elementos minerales y vitaminas
de Murashige y Skoog (1962), sacarosa al 2 p. 100 y 1 mg/1 de ATA. El pH
del medio se ajustó a 5,6 antes de adicionar el agar (Difco-Bacto) al 0,8 p. 100.
Los medios se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 120% C. Los
cultivos se efectuaron en tubos de 24 x 160 mm, conteniendo 20 ml de medio
y un solo inóculo. La temperatura de cultivo fue de 27” C durante el día y
24% C durante la noche, con un período de iluminación de 16 horas a una in-
tensidad de aproximadamente 2.000 lux (que se consigue con lámparas fluo-
rescentes tipo Grolux).

Las yemas se desarrollaron y enraizaron en este medio dando lugar a
plántulas completas. Al cabo de unos 45 días las plantas enraizadas se pa-
saron a maceta en un invernadero, donde se cultivaron en las condiciones
descritas anteriormente. Las macetas se introdujeron en bolsas de polietileno,
durante los primeros días después del trasplante, para reducir las pérdidas de
humedad.

El carácter haploide de las plantas propagadas se verificó por conteo de
cromosomas en ápices de raiz teñidos con el reactivo de Feulgen.

Caracterización de las plantas haploides seleccionadas: Se determinó la
altura, diámetro de la base del tallo, concentración de clorofila y fotosín-
tesis neta de las plantas haploides seleccionadas y se comparó con los valo-
res medios de una población de haploides sin seleccionar. Las mediciones se
realizaron en el momento de la aparición de las primeras flores.

El cultivo se realizó en condiciones de invernadero y se utilizaron 6 plan-
tas de cada genotipo selecto (obtenidas por propagación vegetativa «in vitro»)
y 30 plantas haploides sin seleccionar que constituyeron la población control.
Las macetas en que se cultivaban dichas plantas se distribuyeron según un
diseño de bloques al azar con 5 replicaciones.

Medida del contenido en clorofila: La extracción de la clorofila se realizó
en la oscuridad a 4* C durante 48 horas, con acetona al 85 p. 100. Cada muestra
consistió en 3 discos de hojas de 11 cm de diámetro. El contenido en clorofila
se determinó según el método de Arnon (1949).

Medida de la fotosíntesis neta: La medida de la tasa de absorción de
CO, se realizó en hojas enteras, que acababan de alcanzar su tamaño defi-
nitivo, tomadas de plantas cultivadas en invernadero una hora antes de
efectuar la determinación. Durante este período las hojas se mantuvieron en
una cámara saturada de humedad en condiciones similares a las que se efec-
tuaron las mediciones.

La cámara fotosintética estaba constituida por una doble pared de vidrio
transparente, formando dos recintos: el interno de unas dimensiones de
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40 x 20 x 10 cm y el externo de 40 x 30 x 17 cm. Entre ambas paredes
circulaba una corriente de agua, procedente de un baño termostatado, que
mantenía una temperatura constante de 25% C en la cámara interna. La hu-
medad en el interior de la misma se mantuvo a un nivel próximo a la satu-
ración con ayuda de un humidificador y el aire se removió con un pequeño
ventilador para conseguir una adecuada distribución del mismo. La medida
diferencial de la concentración de CO, en ambascorrientes se realizó me-
diante un analizador por absorción en infrarrojo (IRGA Beckman 865). Las
medidas se realizaron con una intensidad luminosa de 25.000 lux obtenida
mediante una lámpara «Sylvania» de cuarzo halógeno de 1.000 W (Fig. 4).

RESULTADOS

Relación entre el tamaño inicial de las plantas y
su respuesta a las condiciones selectivas

Como paso previo al proceso de selección se determinaron las caracterís-
ticas de peso y tamaño que deben tener las plántulas haploides antes de so-
meterlas a las condiciones selectivas, con objeto de que la selección se desa-
rrolle de la forma más eficaz. La Figura 5 muestra el efecto de la cámara de
selección sobre el porcentaje de supervivencia a los 30 días, en varias pobla-
ciones de plantas con diferentes pesos medios iniciales. Como puede obser-
varse, la representación del porcentaje de supervivencia respecto al peso
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3e 20 Pi ==) VALOR OBTENIDO CON ERROR ES TANDARD

ECUACION DE LA CURVA

Y = 1,97+25,33 In X R : 0.93

6 12 18 24

PESO MEDIO INICIAL EN GRAMOS

Fig. 5.—Relación entre %de supervivencia con el peso inicial de la población.

Relation between %of surviving plantlets and the initial average weight of each population.
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medio inicial de la población se ajusta a una curva logarítmica que nos indica
que, a medida que aumenta el tamaño de la planta la probabilidad de sobre-
vivir a las condiciones selectivas es mayor. Este efecto es mucho más acusado
en las plantas muy jóvenes representadas en la zona inicial de la curva. Esto
se explicaría teniendo en cuenta que en las primeras fases del crecimiento, las
diferencias de tamaño suponen variaciones notables en la capacidad de foto-
síntesis, por lo que en principio las plantas más desarrolladas pueden resistir
mejor las condiciones selectivas.

Es también muy probable que a partir de un determinado estado de desa-
rrollo, la planta acumule en sus tejidos productos hidrocarbonados de reserva
que le permitan resistir con más facilidad un período prolongado de baja
actividad fotosintética.

Por otra parte puede verse también en la Tabla I, que en las poblaciones
1,2 y 3 cuyos pesos medios iniciales eran más bajos, no se apreciaron dife-
rencias significativas entre el peso medio inicial de la población y el peso
medio inicial de las plantas supervivientes. Esto nos indica que en poblaciones
de estas características, el efecto del tamaño inicial no se ha hecho patente
debido a la homogeneidad de la población (desviaciones típicas del peso medio
bajas) consecuencia de la corta edad de las plantas. Por el contrario, en la
población 4 cuyo peso medio era superior a las anteriores y asimismo eran
superiores las variaciones entre el peso de las plantas individuales (desviación
típica mayor), sí se encontraron diferencias significativas entre el peso medio
de la población y el peso medio inicial de las plantas supervivientes, lo que
indica que el peso inicial de la planta ha condicionado su supervivencia. El
hecho de que en la población 5, cuyo peso medio es mayor que en las ante-
riores, no aparezcan diferencias significativas entre éste y el peso medio
inicial de las plantas supervivientes, puede explicarse en función de que
dentro de la zona plana de la curva las diferencias de tamaño tienen una
escasa incidencia en el porcentaje de supervivencia. Las características ópti-
mas de la población para poder efectuar una selección adecuada estarían
comprendidas entre las poblaciones 1 y 2, que corresponden a la zona de
máxima pendiente de la curva representada en la Figura 6. Las plantas de
este rango de tamaños presentarían una mayor sensibilidad al sistema selec-
tivo aplicado.

La caracterización de las poblaciones de plantas haploides por otros pa-
rámetros como son la altura y el grosor del tallo, no han dado unas correla-
ciones tan ajustadas como las obtenidas con los pesos medios.

Selección de plantas haploides de alta eficacia fotosintética

La selección se ha realizado con ayuda de la cámara anteriormente des-
crita. Las plantas, previamente adaptadas a las condiciones de cultivo de
dicha cámara, se someten a una atmósfera con baja concentración de CO,,
lo que les provoca una serie de alteraciones, como disminución progresiva
del color en las hojas de la base (hojas más adultas), que posteriormente
conduce a la pérdida de las mismas. A continuación este proceso se extiende
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TABLA 1

INFLUENCIA DEL PESO MEDIO INICIAL DE LA POBLACION EN EL PORCENTAJE
DE SUPERVIVENCIA EN CONDICIONES SELECTIVAS

Relation between average initial weight and percentage surviving plants in selection chamber

0 ; ; ea Peso medio inicial
Tamaño población % Kupervivencia Peso medio inicialPpPoblación a depleates alos Udías (0) plantasA Signif.

L 60 20,67 2,92 + 0,21 2,53 + 0,33 N.S
2 61 40,80 4,22 + 0,40 4,25 + 0,44 N.S
3 40 46,67 7,30 + 0,65 5,24 + 0,53 N.S
4 58 56,00 8,62 + 0,94 14,8 + 1,48 .
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al resto de las hojas y finaliza con la muerte de la planta. Sin embargo, esta
evolución no es general ya que puede observarse dentro de la población una
pequeña proporción de plantas que sobreviven, y en las que el proceso an-
teriormente descrito se produce con menor intensidad o no se produce. Den-
tro de éstas, podemos distinguir dos grupos: El que denominamos como
plantas «supervivientes», que se caracteriza por su desarrollo precario y
porque sus hojas sufren un proceso de senescencia precoz, permaneciendo en
la planta únicamente las muy jóvenes, formando un penacho alrededor de la
yema terminal. El otro grupo que denominamos como plantas «selectas» que
se caracterizan porque en apariencia apenas sufren los efectos de las condi-
ciones selectivas, mostrando un aspecto y desarrollo más próximos a los que
se dan en las condiciones normales.

Según esto a partir de una población de 890 plantas haploides se han obte-
nido 96 plantas supervivientes, dentro de las cuales 6 se han considerado como
selectas, por su mejor aspecto y desarrollo.

Crecimiento de las plantas haploides selectas

En la Tabla 2 se exponen los valores del crecimiento de las plantas haploi-
des supervivientes y selectas después de sufrir el proceso de selección en la
cámara con atmósfera baja en CO, comparados, en las mismas condiciones
de cultivo, con las del crecimiento de una población de haploides sin selec-
cionar procedente de cultivo «invitro» de anteras. En la Tabla se exponen
los valores que alcanzan en la floración, la altura y grosor del tallo de las
plantas haploides selectas, así como los valores medios en las poblaciones
de haploides selectas, supervivientes y sin seleccionar. También se han calcu-
lado los crecimientos medios diarios en estos parámetros.

En todos los casos los valores medios de la población de plantas ha-
ploides selectas son superiores a los de las supervivientes, que a su vez son
superiores a los de las haploides no seleccionadas. Los valores medios de
altura y diámetro de tallo de las selectas y supervivientes difieren significati-
vamente de los de las no seleccionadas mientras que en los incrementos dia-
rios de ambos parámetros sólo son significativamente superiores los valores
medios de las selectas.

Los aumentos en altura de las plantas selectas respecto a la media de la
población de haploides no seleccionadas oscilan entre el 14-23 p. 100, los de
grosor del tallo entre el 7-27 p. 100 y los incrementos diarios de altura y grosor
del tallo entre el 10-30 p. 100 y el 39-51 p. 100 respectivamente.

Influencia del contenido en clorofila

No aparecen diferencias significativas entre los valores medios de los
contenidos en en clorofila de las plantas haploides selectas, supervivientes y
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CARACTERISTICAS DE LAS PLANTAS HAPLOIDES SELECTAS (HV) RESPECTO

TABLA 2

A LAS POBLACIONES DE HAPLOIDES SUPERVIVIENTES (HS) Y SIN SELECCIONAR (H.N.S.)

Characteristics of the haploid selected plants (HV) in respectto the surviving haploids (HS) and unselect ones ( HNS)

Medidas del crecimiento Contenido en clorofila Faco.2
Planta Incremento Diámetro Incremento mg CO:

Altura . Chl a Chl b Chl total 2

por día de tallo por día 2 2 1 -
(cm) (em) (mm) (mm) ug/em hg/cm ug/cm dm? h

355 112,5 2,0 15:7 0,13 12,26 4,6 16,86 14,62
432 100,0 22 13,0 0,17 9,9 5,1 15,00 12,66
435 104,0 2,2 15,1 0,14 11,98 5,44 17,42 14,88
442 108,5 1,9 12,7 0,17 11,43 6,04 17,46 9,24
451 105,0 2,0 13,5 0,14 11,66 5,95 17,62 12,60
506 100,0 17 16,2 0,16 16,40 5,80 22,20 9,60

H y. 105,11 + 19, 2,01 + 0,07, 14,39 + 0,61, 0,15 + 0,02, 12,34 + 0,89, 5,49 + 0,23, 17,76 + 0,97, 12,27 + 0,98,

H.S. 100,07 + 3,4, 1,65 + 0,07, 13,05 + 0,33, 0,11 + 0,01, 12,50 + 0,51, 5,19 + 0,21, 17,63 + 0,66, 8,74 + 0,54,

H.N.S. 86,22 + 6,09, 1,53 + 0,13, 11,98 + 0,43, 0,08 + 0,01, 11,65 + 0,82, 4,65 + 0,40, 16,30 + 0,95, 7,96 + 0,7,

Los valores que no van acompañadospor la misma letra difieren significativamente con un nivel de probabilidad del 95%, según el test T de Student.
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no seleccionadas, aunque los de las dos primeras poblaciones alcanzan va-
lores ligeramente superiores (Tabla 2). Estos resultados sugieren que el con-
tenido en clorofila no es un factor determinante para superar el proceso de
selección.

Medida de la fotosíntesis neta en las plantas haploides selectas

En la Tabla 2 se expone los valores de la fotosíntesis neta de las plantas
haploides selectas así como los valores medios de la población de supervi-
vientes y sin seleccionar. El valor medio de las selectas es significativamente
superior a los de las supervivientes y sin seleccionar (en un 40,4 y 54,1 p. 100
respectivamente), no encontrándose diferencias significativas entre estos dos
últimos, aunque en las supervivientes es ligeramente superior. Hay que hacer
notar que, dentro del grupo de plantas selectas, incluso aquellas cuya eficacia
fotosintética es menor (442,506) presentan valores de absorción de CO, su-
periores a la media de la población de supervivientes y sin seleccionaria.

DISCUSION

Los resultados obtenidos parecen indicar que el sistema desarrollado po-
sibilita seleccionar plantas haploides con mayor capacidad de asimilación
de CO,, dentro de una población de haploides de gran variabilidad. La mayor
eficacia de este método, respecto al utilizado por Cannell et al. (1969) y Menz
et al. (1969), se debe probablemente al uso de un flujo continuo de aire con
bajo contenido en CO,. Este sistema proporciona unas condiciones de se-
lección menos drásticas y más constantes que el método de agotamiento de
CO, utilizado por los anteriores autores.

Por otra parte la utilización de una población de plantas haploides trata-
das con un agente mutágeno permite disponer de una mayor variabilidad,
que la que normalmente puede encontrarse en una población de diploides,
lo cual posiblemente ha facilitado el proceso de selección. La fotosíntesis
neta de las plantas haploides selectas es claramente superior a la media de
la población de haploides sin seleccionar. Este hecho puede explicarse me-
diante dos hipótesis: a) las plantas selectas poseen una dotación genética
favorable para una alta eficacia fotosintética; b) las plantas haploides super-
vivientes han sufrido un proceso de adaptación a las condiciones de selección.
Sin embargo el hecho de que las plantas selectas, propagadas vegetativamente,
mantengan una alta fotosíntesis neta y un desarrollo superior al de la pobla-
ción de haploides no seleccionadas, cuando se cultivan en condiciones de
invernaderos durante un largo período de tiempo, apoya la hipótesis de que
se ha conseguido una selección genética. Las plantas haploides selectas pueden
ser portadoras de una serie de genes favorables y, por tanto, dar lugar por
diploidización, a plantas homocigóticas que pueden tener gran interés para
su utilización en posteriores programas de hibridación.
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SUMMAR Y

Development of a method of plant selection by photosynthetical efficiency

Anthers of Nicotiana tabacum cultivar Wisconsin-38, were treated with the mutagen Ethyl
Methane Sulphonate (EMS) and cultured to obtain populations of haploid plants of high genetic
variability.

The selection of haploid plants by photosynthetical efficiency in this populations was carried
out in a chamber, with hydroponic culture and an atmosphere with CO, concentration close to the
compensation point of tobacco.

Plants that survived 45 days in this condictions, were grown in pots in a greenhouse, and their
perfornance was studied. Select plants were propagated by «in vitro» culture of buds to obtain
complete plants. The growth characteristics, net photosynthesis and chlorophyll content were
compared to a population of unselected haploids the haploid character was studies by chromosome
counting.

Theresults, we are obtained, spooks in favour that this system of selection of plants, have
capacity to select plants by CO; assimilation rate in population of high genetic variabylity.

KEY WORDS: Photosynthetic efficiency, Nicotiana tabacum, selection haploids.
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