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Resumen

En este trabajo se estudia la utilidad de las medidas de la cinética de induccién de fluorescencia
delaclorofilaen aciculas para detectar |arespuestatemprana a estrés hidrico moderado de cinco pro-
cedencias Pinus halepensis Mill. Las plantas se sometieron a un ciclo de sequias de 21 dias en una
camara de cultivo. Se han encontrado diferencias significativas de supervivencia entre las proceden-
cias en la Ultima medicion. La variacién en la fluorescencia ha mostrado que la eficiencia del foto-
sistemalll de las plantas sometidas a un estrés hidrico moderado es menor conforme aumentael nivel
de estrés (medido en potencia hidrico) y que esta diferencia varia entre procedencias. El valor de
F/Fm no parece ser un buen indicador de estrés hidrico temprano. El indice de eficiencia fotosinté-
tica obtenido a partir de una doble normalizacién del Pl se ha mostrado como un indicador més sen-
sible de estrés hidrico temprano, por lo que puede representar una medida indirecta del nivel de
estrés en etapas previas ala aparicion 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 Il (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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INTRODUCCION

L as repoblaciones forestales en areas medi-
terréneas estéan condicionadas principalmente
por €l déficit hidrico, € cual aparece asociado a
otros factores limitantes como las atas tempera-
turas, el déficit de presion de vapor o las eleva
das radicaciones que deben soportar las plantas
(VILAGROSA, 2002). El estrés hidrico modificael
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 e adecuado mantenimiento del
aparato fotosintético es un indicador de su tole-
rancia a estrés hidrico (SCHEUERMANN et al.,
1991). La combinacion de medida de fluores-
cenciadelaclorofilaestaconsideradaunaherra-
mienta Util para distinguir los efectos estométi-
cos y no estomaticos en lalimitacion de la foto-
sintesis (MAXWELL & JONHSON, 2000).

Lafluorescencia de la clorofila es una medi-
da no destructiva, de fécil mangjo y répida res-
puesta. Estatécnica suministrainformacion acer-
cade laidentidad de varios pigmentos, su orga-
nizacion, y sobre diversas reacciones de transfe-
rencias de electrones especificas del fotosistema
Il (PSIT). Lamedicién de lafluorescenciade clo-
rofila puede ser un método parala valoracion de
la tolerancia de las plantas a condiciones
medioambientales especificas o inducidas. Se
consideran tres periodos en la cinética de la fluo-
rescencia emitida por la clorofila, en este trabajo
analizamos €l primer periodo o cinética rpida,
cuando se alcanza el vaor maximo (Fm), expre-
sando los resultados mediante la relacion con la
fluorescencia variable (Fv). La razén Fv/Fm es
proporciona alamaxima eficienciafotoquimica
primaria de las hojas (DEMMING-ADAMS &
ADAMS, 1992), y es una de las variables de fluo-
rescencia mas estudiada por numerosos autores
(BiOKMAN & DEMMING, 1987), que han encon-
trado buenas correlaciones entre este parametro
y el estrés hidrico (FiLILLA et al., 1998).

El objetivo de este trabajo es evaluar la uti-
lidad de las medidas de la cinética de induccion
de fluorescencia de la clorofila en aciculas para
detectar |a respuesta temprana a estrés hidrico
moderado de cinco procedencias Pinus hale-
pensis Mill.
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MATERIAL Y METODOS

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

El disefio experimental del ensayo estareali-
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 labandeja de cultivo, que se hadividido en
tres bloques completos a azar con 18 plantas.
En cada bloque se ha mantenido ademés 2 plan-
tas (6 plantas por procedencia) regadas a satura-
cioén cada dos dias.

La planta fue colocada en una camara clima-
tizada de cultivo, y se la sometié a un ciclo de
sequiade 21 dias bajo condiciones controladas de
temperatura (21°C+1°C), humedad relativa
(60%+5%), radiacion fotosintéticamente activa
de 200 pmoles de fotonesm-2 s-1, fotoperiodo de
12 horas, y aireacion forzada. Lafluorescenciade
la clorofila se determino utilizando un fluorime-
tro Plant Efficiency Analyser (PEA, Hansatech
Instruments, Reino Unido) en cuatro plantas por
tratamiento. Las mediciones se realizaron en aci-
culas prendidas d tallo, y la fluorescencia fue
inducida mediante la excitacién con un pulso de
un segundo de luz roja (640 nm), suministrado
por un rayo de luz emitido por 6 diodos (600
Wm?2 o0 3500 mmol) localizado en un area de 4
mm de didmetro (STRASSER et al., 1995). Lafluo-
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 (dia O, dia 7, dia 14, y € dia 21).
Simultdneamente a las mediciones de fluores-
cencia se midié el potencia hidrico antes del
inicio del periodo de iluminacién (¥pd) median-
te una camara de Scholander (SKPM 1400, Skye
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Instruments), asi como la supervivencia en cada
uno de los blogques.

La eficacia maxima fotoquimica fue deter-
minada como la relacién entre la fluorescencia
variable (Fv) y la fluorescencia maxima (Fm)
por laformula F/Fm = (Fm-Fo)/Fm. Las curvas de
cinéticarapida de fluorescencia de clorofila fue-
ron analizadas aplicando el JIPtest (STRASSER et
al., 1995; 2000) a partir de la sefial de fluores-
cencia medida al tiempo 50 ms después de ini-
ciada la iluminacion como €l valor inicia de
fluorescencia Fo. El programa de andlisis empe-
lado ha sido Biolyzer (MALDONADO-RODRIGUEZ,
1999). Los pardmetros R/Fm y €l indice 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 (R/Fm) oscilaron entre
valores proximos 0,7 para todas las proceden-
cias en la primera medicion, cuando las plantas
estaban plenamente hidratadas (Tabla 1), hasta
valores en € intervalo 0,19-0,61 en la cuarta
medida. La planta mostré un periodo de adapta-
cion inicia a las condiciones de la camara, a
pasar del almacenamiento a exterior (enero-
marzo), donde posiblemente presentaba un lige-
ro estrés por bajas temperaturas, alas condicio-
nes favorables de la cdmara de cultivo. El dia7
después de la rehidratacion, se alcanzaron los
valores maximos para la planta no regada, y a
partir de los 14 dias se observo un disminucion
del valor de R/Fm a medida que las condiciones
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de déficit hidrico se fueron acentuando, en €
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
diferenciaentre los valores de R/Fm hasido sig-
nificativa, manteniéndose en valores proximos a
0,60 para todas las procedencias salvo la proce-
dencia Sudeste (Ph13) y Alcarria (Ph7) que
alcanzaron los valores mas bajos (Tabla 1).

Los datos de la relacion R/Fm normalizados
presentan diferencias significativas a fina del
ensayo (Figura1). Asimismo, €l valor del indice
de potencial fotosintético (obtenido a partir de
una doble normalizacion), ha mostrado una
mayor diferencia entre procedencias (Figura 2).
Los valores del indice de potencial fotosintético
relativo de las procedencias Alcarria, Sudeste y
Maestrazgo indican bajo rendimiento fotosinté-
tico € dia 7. La procedencia Levante interior
presenta un maximo a dia 7, y la procedencia
Maestrazgo presenta un maximo en el indice de
potencial fotosintético relativo €l dia 14. Lapro-
cedencia Monegros presenta valores més esta-
bles del indice de potencial fotosintético y
R/Fm. Finalmente, las procedencias Sudeste,
Alcarriay Levante presentan al final del experi-
mento |os valores més bajos del indice de poten-
cial fotosintético.

DISCUSION

Una de las causas de la disminucion de la
eficiencia del PSIl es la existencia de déficit
hidrico (Cornic, 1994). En este trabgjo hasta
potenciales de —0,8 Mpa, €l valor de larelacion
Fv/Fm alcanzo los valores maximos, proximos
a 0,75 para casi todas las procedencias. Estos
valores fueron algo inferiores a 0,83, un valor

Procedencia 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias
S(%)| Fv/Fm | pd [S(%) | FW/Fm | Ypd |S(%)| Fu/Fm | Ppd | S(%) | FW/Fm | Ppd
Ph6 100 | 0,74 a|-0,80a 100 | 0,78 a|-0,84al 100 | 0,71 b|-1,02al 100a | 0,61 b |-1,30a
Ph7 100 | 0,73 a|-0,909 100 | 0,78 a|-0,96a 100 | 0,22 a|-1,13a/98,3a | 0,19 a|-1,40a
Pho 100 | 0,70 a|-0,49a 100 | 0,77 a| -0,60al 100 | 0,53ab| 0,78a(95,0ab | 0,57 b | -1,16a
Ph10 100 | 0,74 a|-0,559 100 | 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|-0,94al 100 |0,50ab|-1,08al 100 a | 0,44ab|-1,16a

Tabla 1. Supervivencia (%), relacion entre la fluorescencia variable y maxima (Fv/Fm) y Potencial hidrico antes del
ciclo deiluminacion (yed Mpa) para las cinco procedencias estudiadas durante el ciclo de sequia (21 dias). Los valo-
res seguidos de distinta letra en la misma columna difieren significativamente (n.s. = 0,05, test de Tukey)
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Figura. 2. Evolucion de los valores de Fv/Fm normalizado con €l valor del control del dia
de medicion a lo largo del ciclo de sequia (21 dias)

considerado como optimo para un gran numero
de especies (BJORKMAN & DEMMING, 1987).
Sin embargo, otros trabgjos realizados con
otras especies en el area mediterranea durante
€l periodo estival muestran valores mas proxi-
mos a los obtenidos en este estudio
(ViLAGROsA, 2001). La falta de agua en las
hojas puede provocar fenémenos de fotoinhibi-
cion (BJORKMAN & PowLEs, 1984), ya que los
procesos fotosintéticos pueden verse limitados
por causas no estomaticas debido al déficit
hidrico y alafalta de radiacion (Cornic, 1994)
A medida que el potencial hidrico decrece se
produce el cierre estomatico y la tasa fotosinté-
ticadisminuye, y avalores de potencial hidrico
al amanecer préximos a —2 Mpa, parece més
evidente la reduccion de la eficiencia fotoqui-
mica del PSIl en algunas procedencias, indi-
cando que hasta ese valor de estrés lareduccion
de la fotosintesis puede ser debida principal-
mente a una limitacién estomatica en la difu-
sion del COz (ABRIL & HANANO, 1998). Sin
embargo, no parece clara la relacion de los
valores de fluorescencia con la supervivencia
en las procedencias ensayadas.
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El indice de €eficacia fotosintética (STRASSER
et al., 2000), si parece presentar unamayor sensi-
bilidad al estrés hidrico temprano, al presentar las
distintas procedencias valores maximos en
momentos bien diferenciados. La expresion
F/Fm tomaen cuenta solo |as reacciones fotoqui-
micas primarias mientrasque el |EF refleja3 pro-
cesos importantes, las reacciones fotoquimicas
primarias, la eficiencia de la conversion de ener-
giaen lafase oscuray la densidad de centros de
reaccion activos en la clorofila (STRAsseER et al.,
2000). Sin embargo, tampoco en este caso parece
existir unarelacion clara entre los val ores obser-
vadosy los datos de supervivencia. En principio,
podemos pensar que aquellas procedencias con
valores del indice elevados en las primeras medi-
ciones presentan una mejor adaptacién a condi-
ciones de humedad rel ativamente el evadas (pro-
cedencias Levante interior y Maestrazgo). Por €
contrario, las procedencias con valores mas esta-
bles (procedencias Monegros, Alcarriay Sudes-
te) estan mejor adaptadas a condiciones de ari-
dez, sin que en este ensayo se haya podido com-
probar claramente esta suposicion, lo cual coinci-
de con la supervivencia a final del ensayo. No
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Indice de Potencial Fotosintetico (performance Index) (relativo)
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Figura. 3. Evolucion de los valores del indice de Potencial Fotosintético (Plabs) relativo nor-
malizado con €l control del dia de mediciony el control del dia O (doble normalizacién) para
las procedencias estudiadas y los controles regados a lo largo del ciclo de sequia (21 dias).

obstante, se considera que la fluorescencia de
clorofila utilizada mediante los andlisis de nor-
malizacién y doble normalizacién es una técnica
de interés como indicadora del estrés hidrico, ya
que es un método no destructivo y su mangjo es
sencillo, y se puede aplicar paraapreciar diferen-
cias cuando las plantas estan en un estado de
estrés hidrico moderado.

BIBLIOGRAFIA

ABRIL, M. & HANANO, R.; 1998. Ecophysiologi-
cal responses of three evergreen woody
Mediterranean species to water stress. Acta
Oecol. 19: 377-387.

BJorkMAN, O. & DemmiG, B.; 1987. Photon
yield of O2 evolution and chlorophyll fluo-
rescence charactersitics at 77K among vas-
cular plants of diverse origins. Planta 170:
489-504.

Cornic, G.; 1994. Drought stress and high light
effects on leaf photosynthesis. In: N. Baker
& J. Bowyer (eds.), Photoinhibition of pho-
tosynthesis. From molecular mechanisms to

thefield: 293-313. Bios Scientific Publishers.
Oxford.

DemMmIG-ADAMS, B. & Abams, W.; 1992.
Photoprotection and other responses of
plants to high light stress. Ann. Rev. Plant
Physiology. Plant Mol. Biol. 43: 599-626.

FILELLA, I.; LLuviA, J.; PINoL, J. & PENUELAS, J.
1998. Leaf gas Exchange and fluorescence
of Phillyrea latifolia, Pistacia lentiscus and
Quercus ilex sapling in severe drought and
high temperature conditions. Env. Exp. Bot.
39: 213-220.

GiL, L. et. al. 1996. Regiones de procedencia de
Pinus halepensis Mill. Direccion General de
Conservacion de la Naturaleza. Madrid.

KRAMER, P. & BOYER, J.; 1995. Water relations
of plants and soils. Academic Press. San
Diego. London.

MALDONADO-RODRIGUEZ, R.; 1999. Biolyzer
Software. Laboratory of Bioenergetics.
University of Geneva. Ch. Des Embrouchis
10, CH 1254 Geneva. Switzerland.

MAXWELL, K. & JoHNSON, G.; 2000. Chlorophyll
fluorescence. A practical guide. J. Exp. Bot.
51: 659-668.

73



R. M2 NAvARRO CERRILLO €t al.

SCHEUERMANN, R.; BIEHLER, K.; STUHLFAUTH, T.
& Fock, H.; 1991. Simultaneous gas
exchange and fluorescence measurements
indicate differences in the response of sun-
flowers, bean, and maize to water stress.
Photosynth. Res. 27: 189-197.

STRASSER, R, ; SRivAsTAavAa, A, & TSIMILLI-
MIcHAEL, M. ; 2000. The fluorescence tran-
sient as a tool to characterise and screen
photosynthetic samples. In: M. Junus, U.
Pathre & P. Mohantry (eds.), Probing pho-
tosynthesis: mechanisms, regulation and

74

«Fluorescencia de la clorofila en cinco procedencias de Pinus halepensis Mill»

adaptation: 445-483. Taylor and Francis
LTD. London and New York.

STRASSER, R.J.; SRIVASTAVA, A. & GOVINDJEE;
1995. The polyphasic chlorophyll a fluo-
rescence transient in plants and cyanobac-
teria. Photochemistry and Photobiology
61: 32-42

VILAGROSA, A.; 2002. Estrategias de resistencia
al déficit hidrico en Pistacia lentiscus L. y
Quercus coccifera L. Implicaciones en la
repoblacion forestal. Tesis Doctoral.
Universidad de Alicante. Alicante.





