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RESUMEN

La cinética de induccién de fluorescencia de clorofila o efecto Kautsky, en hojas
adaptadas a la oscuridad que son sometidas a una posterior irradiacién de luz, fue des-
cubierta en 1931 por Hans Kautsky. El objeto de estudio de esta investigacion es
demostrar la utilidad de las medidas de Ja cinética de induccién de fluorescencia de
clorofila in vivo para detectar respuestas frente a la salinidad en hojas de tres patrones
de citricos sin injertar y de sus diferentes combinaciones de injertos: Citrus macrophy-
lla Wester (Mc), ‘mandarino Cleopatra’ (Cl) y ‘citrange Carrizo’ (Cz) y las combina-
ciones: Cl/Mc, Cz/Mc, Mc/Cl, Cz/Cl, Mc/Cz. y CI/Cz. Las plantas fueron regadas con
soluciones salinas de diferente concentracion: T, (0 mmol/L de NaCl), T, (25 mmol/L
de NaCl) y T, (50 mmol/L de NaCl). Se observd una disminucién de los valores del
pardmetro de fluorescencia medido al aumentar la concentracion de NaCl en la solu-
cién nutricional.

Palabras clave: Salinidad, C. macrophylla, ‘Citrange Carrizo’, ‘Mandarino Cleopatra’.

SUMMARY
CHLOROPHYLL FLUORESCENCE /N VIVO IN CITRUS ROOTSTOCKS AND
THEIR COMBINATIONS UNDER SALT STRESS CONDITIONS

The chlorophyll fluorescence induction kinetics or Kautsky effect, in dark-adap-
ted leaves upon a sudden irradiation, was detected in 1931 by Hans Kautsky.
Measurements of chlorophyll fluorescence in vivo were made to responses and degre-
es of salt stress in leaves of three citrus rootstocks without grafting and their combina-
tions. Citrus macrophylla Wester’ (Mc), ‘Cleopatra mandarin® (Cl) and ‘Carrizo
citrange’ (Cz) and the combinations: Cl/Mc, Cz/Mc, Mc/Cl, Cz/Cl, Mc/Cz, and Cl/Cz.
They were grown in three differents sodium chloride levels in the nutrient solutions:
T, (0 mmol/L), T, (25 mmol/L) and T,, (50 mmol/L). The chlorophyll fluorescence
parameter measured decreased when the sodium chloride level increased.

Key words: Salinity, Citrus macrophylla, *Carrizo citrange’, *Cleopatra mandarin’.
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Introduccion

Las fluorescencia de clorofila es una téc-
nica no destructiva con las plantas, de fécil
manejo y respuesta rpida, que permite la
realizacién de experiencias con un elevado
nimero de repeticiones, lo que facilita la
interpretacion estadistica de los resultados.
A su vez, esta técnica puede suministrar
informacién acerca de la identidad de varios
pigmentos, su organizacion, transferencia
de energia de excitacién entre ellos y sobre
diversas reacciones de transferencia de elec-
trones especificas del fotosistema 1I (FII).

Se consideran tres periodos en la cinéti-
ca de la fluorescencia emitida por la cloro-
fila (Kausky y HirscH, 1931), pudiendo
subdividir el primero en otros dos:

1. Se da inicialmente un rdpido incremen-
to de la fluorescencia hasta el nivel F,; alcan-
zando posteriormente un maximo de fluo-
rescencia (F,, o P), puramente fotoquimico e
independiente de los cambios de temperatu-
ra; no puede ser inhibido por la cianida.
Dicha medida es la que se utiliza en este tra-
bajo y se alcanza en apenas 3 segundos.

2. La fluorescencia disminuye lentamen-
te, esta disminucién estd fuertemente
influenciada por la temperatura y puede ser
inhibida por la cianida.

3. Se alcanza un perfodo de fluorescen-
cia constante, llamado fase estacionaria,
algunos minutos después de la irradiacion,
este valor se denomina T y es préximo al
valor inicial F, (ligeramente superior),

Como deciamos, nos centramos en el
primer periodo, cuando se alcanza el valor
méximo (F,,), esto es, los valores de fluo-
rescencia F, y F,,, expresando los resultados
como fluorescencia variable: F/F,,, siendo
F, =F, - F,. La razén F,/F,, es proporcional
a la eficiencia fotoquimica méxima de las

hojas (DEMMING-ADAMS y ADAMS, 1992;
BUTLER y KiTaniMA, 1975). Este parametro
es una de las variables mds estudiadas por
numerosos autores en una gran variedad de
especies, estableciendo como valor medio
0,832 (BiOKMAN y DEMMING, 1987).

También se pueden analizar otros indica-
dores o pardmetros relacionados con la efi-
ciencia fotoquimica y su variacién ante
cualquier situacion de estrés. Las medidas
de fluorescencia de clorofila pueden ser un
método para la valoracién de la tolerancia
de las plantas a condiciones medioambien-
tales especificas o inducidas (MOHAMMED
et al., 1995); su posible aplicacién para
valorar la tolerancia a la salinidad ha sido
discutida por SMILLIE y NOTT (1982),
recientemente HAKAM ef al. (2000) han uti-
lizado esta técnica para valorar los danos
causados por el frio en rosas.

Se pretende verificar la posible utilidad
de este método no destructivo de medida de
salinidad en las plantas de citricos.

Material y métodos

La investigacion se realizé en un inverna-
dero climatizado con temperaturas maximas
entre 28 y 32°C y minimas entre 10y 12°C,
humedad relativa media del 62,9% y fotope-
riodo de 16 horas, situado en el Centro de
Investigacion y Desarrollo Agroalimentario
(C.1.D.A.) en La Alberca (Murcia).

Se utilizaron tres patrones de citricos:
Citrus macrophylla Wester (Mc), ‘mandari-
no Cleopatra’ (Cl) y ‘citrange Carrizo’ (Cz),
y las combinaciones entre ellos: Cl/Mc,
Cz/Mc, Mc/Cl, Cz/Cl, Mc/Cz y Cl/Cz. Se
aplicaron tres niveles salinos: T, (0 mM de
NaCl), T, (25 mM de NaCl) y T, (50 mM de
NaCl). Las plantas de seis meses de edad se
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colocaron en contenedores de plastico de
tres litros de capacidad con sustrato de
arena de cuarzo en julio de 1997. El riego se
realizé cada dos dias, aplicando al mismo
tiempo la concentracién salina, la cual esta-
ba incluida en la solucion nutritiva.

Cada nivel salino, a su vez, fue aplicado
a cuatro repeticiones dentro de una parcela
elemental de dos plantas. Las mediciones
de fluorescencia fueron realizadas en abril
de 1998, al finalizar el ensayo de saliniza-
cién, tomando 8 hojas por combinacion.

Las medidas de fluorescencia de clorofi-
la, fueron efectuadas en las hojas de las
plantas con un monitor de induccion de
fluorescencia ‘FIM 1500° (Analytical Deve-
lopment Company Ltd.). Dicho aparato
emite una radiacién de luz roja para medi-
das in vivo a 650 nm, proxima a la mdxima
absorcion de la clorofila a (665 nm extraida
en acetona), registrandose posteriormente la
fluorescencia emitida. Previamente, las
plantas fueron sometidas a condiciones de
oscuridad durante media hora con el objeto
de desacoplar la transferencia de electrones
del Fotosistema 11, de esta manera una gran
parte de la energia captada por la clorofila
activa se emite en forma de fluorescencia.
El mecanismo de emisién de fluorescencia,
es debida fundamentalmente a la excitacidn
de la clorofila del Fotosistema 11 (KRAUSE y
WEIS, 1991; LITCHTENTHALER, 1992; GOVIND-
JEE, 1995).

Resultados y discusion

De los resultados obtenidos, cabe desta-
car que en el nivel TO, el patron ‘mandarino
Cleopatra’ sin injertar y las dos combinacio-
nes de ‘citrange Carrizo’ y C. macrophylla
injertados sobre ‘mandarino Cleopatra’ die-

ron los mayores valores absolutos de fluo-
rescencia, aunque ninguno de los mismos
llega al valor medio de 0,832 establecido
para una gran variedad de especies.
Igualmente, al nivel T1 de salinidad los
mayores valores de fluorescencia correspon-
dieron a las combinaciones de ‘mandarino
Cleopatra’ injertado sobre ‘citrange Carrizo’,
‘citrange Carrizo” sin injertar y ‘mandarino
Cleopatra’ y ‘citrange Carrizo’ sobre ‘Citrus
macrophyll’. En el nivel T2 los mayores
valores de fluorescencia se obtuvieron en las
combinaciones ‘mandarino Cleopatra’ injer-
tado sobre ‘citrange Carrizo’, y ‘mandarino
Cleopatra’ y ‘citrange Carrizo’ sobre Citrus
macrophylla, repitiéndose las combinacio-
nes con mayor porcentaje de fluorescencia
emitida en los niveles T1 y T2, con excep-
ci6n del patrén ‘citrange Carrizo’, que ya no
muestra un valor elevado de fluorescencia en
el nivel T2. En los 3 patrones sin injertar se
observan diferencias significativas entre los
niveles TO y T2, lo cual indica una clara dis-
minucién en {a emisién de fluorescencia de
clorofila, es decir, que en dichas plantas, los
patrones sin injertar demuestran estar bajo
un marcado estrés salino, el cual disminuye
la eficiencia fotoquimica maxima de las
hojas, este resultado también se encuentra
en las combinaciones Citrus macrophylla
injertado sobre ‘citrange Carrizo’ y ‘citran-
ge Carrizo’ injertado sobre ‘mandarino Cleo-
patra’. Luego estas dos combinaciones y los
tres patrones sin injertar son las plantas mas
afectadas por un estrés salino, mas acentua-
do en el patrén macrophylla (con un 34% de
reduccidn), estrés moderado en ‘Carrizo’
injertado sobre ‘Cleopatra’ (25%) y menos
afectadas por el estrés la combinacién
macrophyllal ‘Carrizo’ (18%) y los patrones
sin injertar ‘Cleopatra’ (13%) y ‘Carrizo’
(13%).

En la figura | se muestran los valores de
fluorescencia de la clorofila a en los distin-
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Figura 1. Medidas de la emisién de fluorescencia de clorofila a en todas Jas plantas (patrones sin injertar
y combinaciones de injertos en los 3 niveles salinos). Test multiple de Duncan, significativo al 95%.
Figure 1. Measurements of chlorophyll a fluorescence in all plants (rootstocks without scion and their
combinations in the 3 saline levels). Duncan multiple test, significant to 95%.
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Figura 2. Medidas de la emision de fluorescencia de clorofila a en los patrones de citricos sin injertar
en los tres niveles salinos. Test multiple de Duncan, significativo al 95%.
Figure 2. Measurements of chlorophyll a fluorescence in citrus rootstocks without scion in the 3 saline
levels. Duncan multiple test, significant to 95%.
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tos niveles salinos y sin diferenciar las
plantas utilizadas. A medida que aumenta
la concentracién salina aplicada se obtienen
menores valores de fluorescencia, encon-
trandose diferencias significativas entre los
tres niveles salinos.

Por otra parte, en la figura 2, se muestra
la variacién de las medidas de fluorescencia
de clorofila a con la concentracién de NaCl
adicionada a la disolucién nutritiva en los
distintos patrones de citricos sin injertar. Se
observa una disminucién de las medidas de
la fluorescencia en todos los patrones sin
injertar conforme aumenta el nivel de salini-
dad, siendo dicha disminucién significativa
en C. macrophylla al pasar del nivel T| al
T2. En los niveles salinos TO y Tl no se
aprecian diferencias, sin embargo en el nivel
T2 los valores obtenidos por el C. macrophy-
lla son bastante menores que los correspon-
dientes a ‘citrange Carrizo’ y ‘mandarino
Cleopatra’, encontrdndose diferencias signi-

0.50

ficativas entre la fluorescencia del patrén C.
macrophylla y los otros dos.

Como se puede observar en la figura 3, en
el nivel T2 de salinidad los injertos de ‘man-
darino Cleopatra’ y de ‘citrange Carrizo’
sobre C. macrophylla dieron valores mayo-
res de fluorescencia respecto al patron C.
macrophylla sin injertar, encontrandose dife-
rencias significativas en el nivel T2.

En la figura 4 se encuentran diferencias
significativas entre los valores del nivel T2
para la combinacién ‘citrange Carrizo’
sobre ‘mandarino Cleopatra’ con respecto
al patrén sin injertar y a la combinacién C.
macrophylla sobre ‘mandarino Cleopatra’,
correspondiendo el valor mas bajo al injer-
to de ‘citrange Carrizo’. Encontramos la
tnica diferencia significativa entre el nivel
TO y el Tl de salinizacion, la cual se da en
la combinacién ‘citrange Carrizo’ injertado
sobre ‘mandarino Cleopatra’.

TO: 0 mM
T1:25 mM
T2: 50 mM

TO T T2

Figura 3. Medidas de la emision de fluorescencia de clorofila a en el patron C. macrophylla sin
injertar e injertado con ‘mandarino Cleopatra’ y ‘citrange Carrizo’ en los tres niveles salinos. Test
mtltiple de Duncan, significativo al 95%.

Figure 3. Measurements of chlorophyll a fluorescence in C. macrophylla rootstock without scion and
their combinations with ‘Cleopatra mandarin’ and * Carrizo citrange’in the 3 saline levels. Duncan
multiple test, significant to 95%.
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Figura 4. Medidas de la emision de fluorescencia de clorofila a en el patrén ‘mandarino Cleopatra’ sin
injertar e injertado con C. macrophylla y *citrange Carrizo’ en los tres niveles salinos. Test multiple de
Duncan, significativo al 95%.

Figure 4. Measurements of chlorophyll a fluorescence in ‘Cleopatra mandarin’ rootstock without
scion and their combinations with C. macrophylla and ‘Carrizo citrange’in the 3 saline levels.
Duncan multiple test, significant to 95%.
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Figura 5. Medidas de la emisién de fluorescencia de clorofila a en el patrén ‘citrange Carrizo’ sin
injertar ¢ injertado con C. macrophylia 'y *‘mandarino Cleopatra’ en los tres niveles salinos. Test
Muiltiple de Duncan significativo al 95%.

Figure 5. Measurements of chlorophyll a fluorescence in *Carrizo citrange’ rootstock without scion
and their combinations with C. macrophylla and ‘Cleopatra mandarin’ in the 3 saline levels. Duncan
multiple test, significant to 95%.
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En la figura 5 se observa que hay dife-
rencias significativas entre la combinacion
de ‘mandarino Cleopatra’ injertado sobre
‘citrange Carrizo’ y C. macrophylla injerta-
do también sobre ‘citrange Carrizo’ en el
nivel T2 de salinidad, mostrando el valor
mds bajo esta tdltima combinacién. No se
encuentran diferencias significativas en este
nivel, entre el patrén ‘citrange Carrizo” sin
injertar y las dos combinaciones indicadas
anteriormente.

Diversos autores han estudiado la toleran-
cia a la salinidad de estos patrones y obtie-
nen resultados parecidos aunque no iguales,
ya que en nuestro ensayo el C. macrophylla
es el patrén que dio menores valores de fluo-
rescencia. Asi, CARO et al. (1973) obtienen
una mayor tolerancia de ‘mandarino Cleo-
patra’ seguido de C. macrophylla, siendo el
menos tolerante el ‘citrange Troyer’, en base
al porcentaje de germinacién obtenido cuan-
do las semillas de estos patrones fueron
sumergidas en distintas soluciones salinas.
CARO et al. (1977) también obtuvieron los
mismos resultados atendiendo al pardmetro
de la longitud del tallo en plantas regadas
con soluciones salinas. GUILLEN ef al. (1978)
basdndose en la composicién foliar de plan-
tulas sometidas a estrés salino obtuvo igual-
mente una mayor tolerancia del ‘mandarino
Cleopatra’ frente al ‘citrange Troyer' y C.
macrophylla y CERDA et al. (1990) encontra-
ron un menor porcentaje de reduccién de
cosecha en el ‘mandarino Cleopatra’ con rela-
cién a C. macrophvlla como consecuencia
del estrés salino a que fueron sometidas las
plantas. BANULS y PRIMO (1995) encontraron
marcadas diferencias entre “citrange Troyer’ y
‘mandarino Cleopatra’. Se ha de tener en
cuenta que en los trabajos mencionados ante-
riormente se ha utilizado el patrén ‘citrange
Troyer’ y por el contrario no se han realizado
ensayos con el patron “citrange Carrizo’, aun-
que ambos tienen una tolerancia a la salini-

dad baja (PRALORAN, 1977; POMARES, 1985)
por lo que se puede considerar que se habrian
obtenido resultados similares de haber sido
ensayado el patron ‘citrange Carrizo’.

GARCIA-LEGAZ (1991) afirma que en las
diferencias de comportamiento de las distin-
tas combinaciones patrén/injerto frente a la
salinidad, tiene mds importancia el portain-
jerto que la variedad injertada, aunque en
los valores de fluorescencia que hay en un
mismo nivel salino entre el patrén sin injer-
tar y las distintas combinaciones injertadas
sobre él se encuentran diferencias significa-
tivas para el mayor nivel de salinidad (T2)
en C. macrophylla y ‘mandarino Cleopatra’;
no encontrandose diferencias significativas
en los otros dos niveles.

Conclusiones

La fluorescencia de clorofila a resulta ser
una técnica de interés como indicadora del
estrés salino, ya que es un método no des-
tructivo y su manejo es sencillo, aunque poco
resolutiva ya que solo puede apreciar diferen-
cias cuando las plantas son fertirrigadas con
soluciones salinas de elevada concentracion.

Los valores de fluorescencia de la combi-
nacién ‘mandarino Cleopatra’ injertado sobre
‘citrange Carrizo’ son los mayores en las
concentraciones salinas utilizadas (T | y T2).

Las combinaciones de ‘macrophylla’
injertado sobre ‘Carrizo’ y ‘Carrizo’ injerta-
do sobre ‘Cleopatra’ y los tres patrones sin
injertar son las plantas mds afectadas por
estrés salino, las medidas de fluorescencia
del patrén C. macrophylla dan valores sensi-
blemente diferentes con relacion al resto de
combinaciones injertadas sobre €I, sufriendo
Ia mayor disminucién de las medidas de
fluorescencia.
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