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Resumen

En este trabajo se estudia la utilidad de las medidas de la cinética de inducción de fluorescencia
de la clorofila en acículas para detectar la respuesta temprana a estrés hídrico moderado de cinco pro-
cedencias Pinus halepensis Mill. Las plantas se sometieron a un ciclo de sequías de 21 días en una
cámara de cultivo. Se han encontrado diferencias significativas de supervivencia entre las proceden-
cias en la última medición. La variación en la fluorescencia ha mostrado que la eficiencia del foto-
sistema II de las plantas sometidas a un estrés hídrico moderado es menor conforme aumenta el nivel
de estrés (medido en potencial hídrico) y que esta diferencia varía entre procedencias. El valor de
Fv/Fm no parece ser un buen indicador de estrés hídrico temprano. El índice de eficiencia fotosinté-
tica obtenido a partir de una doble normalización del PI se ha mostrado como un indicador más sen-
sible de estrés hídrico temprano, por lo que puede representar una medida indirecta del nivel de
estrés en etapas previas a la aparición de perdidas generales de supervivencia.
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Abstract

The chlorophyll fluorescence can be used to quantify the response of plants to water stress. The
maximum quantum efficiency of primary photochemistry of photosystem II (PSII) (Fv/Fm) has been
evaluated in five provenances of Pinus halepensis exposed to moderate drought stress. There were
found significant differences in the maximal efficiency response of PSII among the studied prove-
nances. However, the Photosynthetic Performance Index showed to be a more sensitive indicator of
the vitality of the plant during screening for drought tolerance of Pinus halepensis provenances.
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INTRODUCCIÓN

Las repoblaciones forestales en áreas medi-
terráneas están condicionadas principalmente
por el déficit hídrico, el cual aparece asociado a
otros factores limitantes como las altas tempera-
turas, el déficit de presión de vapor o las eleva-
das radicaciones que deben soportar las plantas
(VILAGROSA, 2002). El estrés hídrico modifica el
proceso fotosintético disminuyendo la capaci-
dad fotosintética global, lo que provoca reduc-
ciones en la supervivencia (KRAMER & BOYER,
1995). En este sentido, la capacidad de una
especie para el adecuado mantenimiento del
aparato fotosintético es un indicador de su tole-
rancia al estrés hídrico (SCHEUERMANN et al.,
1991). La combinación de medida de fluores-
cencia de la clorofila esta considerada una herra-
mienta útil para distinguir los efectos estomáti-
cos y no estomaticos en la limitación de la foto-
síntesis (MAXWELL & JONHSON, 2000). 

La fluorescencia de la clorofila es una medi-
da no destructiva, de fácil manejo y rápida res-
puesta. Esta técnica suministra información acer-
ca de la identidad de varios pigmentos, su orga-
nización, y sobre diversas reacciones de transfe-
rencias de electrones especificas del fotosistema
II (PSII). La medición de la fluorescencia de clo-
rofila puede ser un método para la valoración de
la tolerancia de las plantas a condiciones
medioambientales específicas o inducidas. Se
consideran tres periodos en la cinética de la fluo-
rescencia emitida por la clorofila, en este trabajo
analizamos el primer periodo o cinética rápida,
cuando se alcanza el valor máximo (Fm), expre-
sando los resultados mediante la relación con la
fluorescencia variable (Fv). La razón Fv/Fm es
proporcional a la máxima eficiencia fotoquímica
primaria de las hojas (DEMMING-ADAMS &
ADAMS, 1992), y es una de las variables de fluo-
rescencia mas estudiada por numerosos autores
(BJÖKMAN & DEMMING, 1987), que han encon-
trado buenas correlaciones entre este parámetro
y el estrés hídrico (FILILLA et al., 1998).

El objetivo de este trabajo es evaluar la uti-
lidad de las medidas de la cinética de inducción
de fluorescencia de la clorofila en acículas para
detectar la respuesta temprana a estrés hídrico
moderado de cinco procedencias Pinus hale-
pensis Mill.

MATERIAL Y MÉTODOS

La planta utilizada en este ensayo correspon-
de a cinco procedencias de Pinus halepensis
Mill.: Región 6 Monegros-Depresión del Ebro
(Ph6), Región 7 Alcarria (Ph7), Región 9
Maestrazgo-Los Serranos (Ph9), Región 10
Levante Interior (Ph10) y Región 13 Sudeste
(Ph13) (GIL et al., 1996). El cultivo de la planta
se realizó en el vivero de Genforsa (Cuenca) en
contenedor forestal de 300 cm3, sobre un sustra-
to de turba-perlita (3:1 en volumen) y con ferti-
lización estándar para todas las procedencias.

El diseño experimental del ensayo está reali-
zado para evaluar la respuesta de la planta en
supervivencia, por lo que se ha realizado un
ensayo factorial que comprende un factor: pro-
cedencia (5 niveles). La unidad experimental ha
sido la bandeja de cultivo, que se ha dividido en
tres bloques completos al azar con 18 plantas.
En cada bloque se ha mantenido además 2 plan-
tas (6 plantas por procedencia) regadas a satura-
ción cada dos días.

La planta fue colocada en una cámara clima-
tizada de cultivo, y se la sometió a un ciclo de
sequía de 21 días bajo condiciones controladas de
temperatura (21ºC±1ºC), humedad relativa
(60%±5%), radiación fotosintéticamente activa
de 200 µmoles de fotones m-2 s-1, fotoperiodo de
12 horas, y aireación forzada. La fluorescencia de
la clorofila se determino utilizando un fluoríme-
tro Plant Efficiency Analyser (PEA, Hansatech
Instruments, Reino Unido) en cuatro plantas por
tratamiento. Las mediciones se realizaron en aci-
culas prendidas al tallo, y la fluorescencia fue
inducida mediante la excitación con un pulso de
un segundo de luz roja (640 nm), suministrado
por un rayo de luz emitido por 6 diodos (600
Wm-2 o 3500 mmol) localizado en un área de 4
mm de diámetro (STRASSER et al., 1995). La fluo-
rescencia fue detectada utilizando un fotodiodo
PIN, despues de haber atravesado un filtro (50%
transmision a 750 nm). Todas las plantas fueron
medidas bajo las mismas condiciones. 

A lo largo del ensayo se realizaron cuatro
medidas (día 0, día 7, día 14, y el día 21).
Simultáneamente a las mediciones de fluores-
cencia se midió el potencial hídrico antes del
inicio del periodo de iluminación (Ψpd) median-
te una cámara de Scholander (SKPM 1400, Skye
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Instruments), así como la supervivencia en cada
uno de los bloques.

La eficacia máxima fotoquímica fue deter-
minada como la relación entre la fluorescencia
variable (Fv) y la fluorescencia máxima (Fm)
por la formula Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm. Las curvas de
cinética rápida de fluorescencia de clorofila fue-
ron analizadas aplicando el JIP test (STRASSER et
al., 1995; 2000) a partir de la señal de fluores-
cencia medida al tiempo 50 ms después de ini-
ciada la iluminación como el valor inicial de
fluorescencia Fo. El programa de análisis empe-
lado ha sido Biolyzer (MALDONADO-RODRÍGUEZ,
1999). Los parámetros Fv/Fm y el índice de de
eficiencia fotosintética fueron calculados de
acuerdo a STRASSER et al. (2000). 

RESULTADOS

La supervivencia de las procedencias ensa-
yadas ha sido del 100% hasta la cuarta medida,
donde se han obtenido diferencias significativas
entre procedencias (Tabla 1). Los valores de
fluorescencia variable (Fv/Fm) oscilaron entre
valores próximos 0,7 para todas las proceden-
cias en la primera medición, cuando las plantas
estaban plenamente hidratadas (Tabla 1), hasta
valores en el intervalo 0,19-0,61 en la cuarta
medida. La planta mostró un periodo de adapta-
ción inicial a las condiciones de la cámara, al
pasar del almacenamiento al exterior (enero-
marzo), donde posiblemente presentaba un lige-
ro estrés por bajas temperaturas, a las condicio-
nes favorables de la cámara de cultivo. El día 7
después de la rehidratación, se alcanzaron los
valores máximos para la planta no regada, y a
partir de los 14 días se observo un disminución
del valor de Fv/Fm a medida que las condiciones

de déficit hídrico se fueron acentuando, en el
intervalo entre –0,7 y –1,13 Mpa, donde se
empieza ha observar una diferente respuesta por
procedencias. En la tercera y cuarta medida la
diferencia entre los valores de Fv/Fm ha sido sig-
nificativa, manteniéndose en valores próximos a
0,60 para todas las procedencias salvo la proce-
dencia Sudeste (Ph13) y Alcarría (Ph7) que
alcanzaron los valores más bajos (Tabla 1).

Los datos de la relación Fv/Fm normalizados
presentan diferencias significativas al final del
ensayo (Figura 1). Asimismo, el valor del índice
de potencial fotosintético (obtenido a partir de
una doble normalización), ha mostrado una
mayor diferencia entre procedencias (Figura 2).
Los valores del índice de potencial fotosintético
relativo de las procedencias Alcarria, Sudeste y
Maestrazgo indican bajo rendimiento fotosinté-
tico el día 7. La procedencia Levante interior
presenta un máximo al día 7, y la procedencia
Maestrazgo presenta un máximo en el índice de
potencial fotosintético relativo el día 14. La pro-
cedencia Monegros presenta valores más esta-
bles del índice de potencial fotosintético y
Fv/Fm. Finalmente, las procedencias Sudeste,
Alcarria y Levante presentan al final del experi-
mento los valores más bajos del índice de poten-
cial fotosintético. 

DISCUSIÓN

Una de las causas de la disminución de la
eficiencia del PSII es la existencia de déficit
hídrico (Cornic, 1994). En este trabajo hasta
potenciales de –0,8 Mpa, el valor de la relación
Fv/Fm alcanzó los valores máximos, próximos
a 0,75 para casi todas las procedencias. Estos
valores fueron algo inferiores a 0,83, un valor
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Procedencia
0 días 7 días 14 días 21 días

S(%) Fv/Fm ψpd S(%) Fv/Fm ψpd S(%) Fv/Fm ψpd S(%) Fv/Fm ψpd

Ph6 100 0,74 a -0,80a 100 0,78 a -0,84a 100 0,71 b -1,02a 100 a 0,61 b -1,30a
Ph7 100 0,73 a -0,90a 100 0,78 a -0,96a 100 0,22 a -1,13a 98,3 a 0,19 a -1,40a
Ph9 100 0,70 a -0,49a 100 0,77 a -0,60a 100 0,53ab 0,78a 95,0ab 0,57 b -1,16a
Ph10 100 0,74 a -0,55a 100 0,74 a -0,62a 100 0,48ab -0,74a 86,6 b 0,60 b -0,82a
Ph13 100 0,72 a -0,50a 100 0,78 a -0,94a 100 0,50ab -1,08a 100 a 0,44ab -1,16a

Tabla 1. Supervivencia (%), relación entre la fluorescencia variable y máxima (Fv/Fm) y Potencial hídrico antes del
ciclo de iluminación (ψpd Mpa) para las cinco procedencias estudiadas durante el ciclo de sequía (21 días). Los valo-
res seguidos de distinta letra en la misma columna difieren significativamente (n.s. = 0,05, test de Tukey)



considerado como optimo para un gran numero
de especies (BJÖRKMAN & DEMMING, 1987).
Sin embargo, otros trabajos realizados con
otras especies en el área mediterránea durante
el periodo estival muestran valores más próxi-
mos a los obtenidos en este estudio
(VILAGROSA, 2001). La falta de agua en las
hojas puede provocar fenómenos de fotoinhibi-
ción (BJÖRKMAN & POWLES, 1984), ya que los
procesos fotosintéticos pueden verse limitados
por causas no estomaticas debido al déficit
hídrico y a la falta de radiación (CORNIC, 1994)
A medida que el potencial hídrico decrece se
produce el cierre estomático y la tasa fotosinté-
tica disminuye, y a valores de potencial hídrico
al amanecer próximos a –2 Mpa, parece más
evidente la reducción de la eficiencia fotoquí-
mica del PSII en algunas procedencias, indi-
cando que hasta ese valor de estrés la reducción
de la fotosíntesis puede ser debida principal-
mente a una limitación estomática en la difu-
sión del CO2 (ABRIL & HANANO, 1998). Sin
embargo, no parece clara la relación de los
valores de fluorescencia con la supervivencia
en las procedencias ensayadas.

El índice de eficacia fotosintética (STRASSER

et al., 2000), sí parece presentar una mayor sensi-
bilidad al estrés hídrico temprano, al presentar las
distintas procedencias valores máximos en
momentos bien diferenciados. La expresión
Fv/Fm toma en cuenta solo las reacciones fotoqui-
micas primarias mientras que el IEF refleja 3 pro-
cesos importantes, las reacciones fotoquimicas
primarias, la eficiencia de la conversión de ener-
gía en la fase oscura y la densidad de centros de
reacción activos en la clorofila (STRASSER et al.,
2000). Sin embargo, tampoco en este caso parece
existir una relación clara entre los valores obser-
vados y los datos de supervivencia. En principio,
podemos pensar que aquellas procedencias con
valores del índice elevados en las primeras medi-
ciones presentan una mejor adaptación a condi-
ciones de humedad relativamente elevadas (pro-
cedencias Levante interior y Maestrazgo). Por el
contrario, las procedencias con valores más esta-
bles (procedencias Monegros, Alcarría y Sudes-
te) están mejor adaptadas a condiciones de ari-
dez, sin que en este ensayo se haya podido com-
probar claramente esta suposición, lo cual coinci-
de con la supervivencia al final del ensayo. No
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Figura. 2. Evolución de los valores de Fv/Fm normalizado con el valor del control del día
de medición a lo largo del ciclo de sequía (21 días)
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obstante, se considera que la fluorescencia de
clorofila utilizada mediante los análisis de nor-
malización y doble normalización es una técnica
de interés como indicadora del estrés hídrico, ya
que es un método no destructivo y su manejo es
sencillo, y se puede aplicar para apreciar diferen-
cias cuando las plantas están en un estado de
estrés hídrico moderado. 
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