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La cinética de inducción de fluorescencia de clorofila o efecto Kautsky, en hojas 
adaptadas a la oscuridad que son sometidas a una posterior irradiación de luz, fue des­
cubierta en 193 1 por Hans Kautsky. El objeto de estudio de esta investigación es 
demostrar la utilidad de las medidas de la cinética de inducción de fluore scencia de 
clorofila in vivo para detectar respuestas frente a la salinidad en hojas de tres patrones 
de cítricos sin injertar y de sus diferentes combinaciones de injertos: Ci1rus macrophy-

1/a Wester (Me), ' mandarino Cleopatra' (CI) y 'citrange Carrizo' (Cz) y las combina­
ciones: Cl/ Mc, Cz/Mc, Mc/CI, Cz/Cl , Mc/Cz. y Cl /Cz. Las pJantas fueron regadas con 
soluciones sal inas de diferente concentración: T0 (0 mmol/L de NaCI) , T , (25 mmol/L 
de NaCI) y T, (50 mmo l/L de NaCI). Se observó una di sminución de los valores del 
parámetro de flu orescencia medido al aumentar la concentración de NaCI en la solu­
ción nutricional. 

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

SUMMARY 
CHLOROPHYLL FLUORESCENCE IN VIVO IN CITRUS ROOTSTOCKS ANO 
THEIR COMBINATJONS UNDER SALT STRESS CONDITIONS 

The chlorophyll fluorescence induction kinetics or Kamsky effect, in dark-adap­
ted leaves u pon a sudden irradiation, was detected in J 931 by Hans Kautsky. 
Measurements o f chlorophyll fluorescence in vivo were made to responses and degre­
es of salt stress in leaves of three citru s rootstocks without grafting and the ir combina­
tions. Citm s macrophylla Wester ' (Me ), 'Cleopatra mandarin ' (CI) and 'Carrizo 
c itrange' (Cz) an<l the combinations : CJ/Mc , Cz/Mc. Mc/CI, Cz/CI, Mc/Cz, and Cl/Cz. 
They were grown in three differents sodium chloride levels in the nutrient solutions: 
T

0 
(O mmol/L) , T 1 (25 mmol/L) and T 2, (50 mmol/L). The chlorophy ll fluorescence 

parameter measured decrease<l when the sodium chloride leve! inc reased . 

Key words: Salinity, Citrus macrophy//a, 'Carri zo citrange', 'Cleopatra mandarín '. 
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Introducción 

Las fluorescencia de clorofi la es una téc­
nica no destructiva con las plantas, de fácil 
manejo y respuesta rápida, que permite la 
realización de experiencias con un elevado 
número de repeticiones, lo que facilita la 
interpretación estadística de los resultados. 
A su vez, esta técnica puede suministrar 
información acerca de la identidad de varios 
pigmentos, su organizac ión, transferencia 
de energía de excitación entre ellos y sobre 
diversas reacciones de transferencia de elec­
trones específicas del fotosistema JI (Fll). 

Se consideran tres períodos 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 rápido incremen­
to de la fluorescencia hasta el nivel F,; alcan­
zando posteriormente un máximo de fluo­
rescencia (F," o P), puramente fotoquímico e 
independiente de los cambios de temperatu­
ra; no puede ser inhibido por Ja 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 disminución está fuertemente 
influenciada por la temperatura y puede ser 
inhibida por la cianida. 

3. Se alcanza un período de fluorescen­
cia constante, ll amado fase estacionaria, 
algunos minutos después de la irradiac ión, 
este valor se denomina T y es próximo al 
valor inicial F0 (ligeramente superior). 

Como decíamos, nos centramos en el 
primer período, cuando se a lcanza el valor 
máximo (F"), esto es, los va lores de fl uo­
rescencia F0 y F", expresando los resultados 
como fluorescencia variable: FJF,.,, siendo 
F" = F,, - F0 • La razón FJF,,., es proporcional 
a Ja eficiencia fotoquímica máx ima de las 

hojas (DEMMJNG-ADAMS y ADAMS, 1992; 
BUTLER y KJTAJIMA, 1975). Este parámetro 
es una de las variables más estudiadas por 
numerosos autores en una gran variedad de 
especies, estableciendo como va lor medio 
0,832 (BJóKMAN y ÜEMMING, 1987). 

También se pueden analizar otros indica­
dores o parámetros relacionados con la efi ­
ciencia fotoquímica y su variación ante 
cualquier situación de estrés. Las medidas 
de fluorescencia de c lorofila pueden ser un 
método para la valoración de la tolerancia 
de las plantas a condiciones medioambien­
tales específi cas o inducidas (MOHAMM ED 
et al., 1995); su posible aplicación para 
valorar la tolerancia a la sa linidad ha sido 
discutida por SMILLIE y Norr ( 1982), 
recientemente HAKAM et al. (2000) han uti­
li zado esta técnica para va lorar los daños 
causados por el frío en rosas. 

Se pretende verifi car la posible utilidad 
de este método no destructivo de medida de 
salinidad en las plantas de cítricos. 

Material y métodos 

La investigación se realizó en un inverna­
dero climatizado con temperaturas máximas 
entre 28 y 32ºC y mínimas entre 10 y l 2ºC, 
humedad relativa media del 62,9% y fotope­
ríodo de 16 horas, situado en el Centro de 
Investigación y Desarrollo Agroal imentario 
(C.l.D.A.) en La Alberca (Murcia). 

Se uti [izaron tres patrones de cítricos: 
Citrus macrophylla Wester (Me), 'mandari­
na Cleopatra' (Cl) y 'citrange Carrizo' (Cz), 
y las combinaciones entre ellos: Cl/Mc, 
Cz/Mc, Mc/CI, Cz/CI, Mc/Cz y Cl/Cz. Se 
aplicaron tres niveles salinos: T0 (0 mM de 
NaCI), T, (25 mM de NaCl) y T, (50 mM de 
NaCl). Las plantas de seis meses de edad se 
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colocaron e n contenedores de plástico de 
tres litros de capacidad con sustrato de 
arena de cuarzo enjulio de 1997. El riego se 
realizó cada dos días, aplicando al mismo 
tiempo Ja concentración salina, la cual esta­
ba incluída en la solución nutritiva. 

Cada nivel salino, a su vez, fue aplicado 
a cuatro repetic iones dentro de una parce la 
e lemental de dos plantas. Las medic iones 
de flu orescencia fueron rea lizadas en abril 
de 1998, al fin alizar el ensayo de saliniza­
ción , tomando 8 hojas por combinación. 

Las medidas de fluorescencia de clorofi­
la, fueron efectuadas en las hojas de las 
plantas con un monitor de inducc ión de 
fluorescencia 'FIM 1500' (Analytical Deve­
lopment Company Ltd.). Dicho aparato 
emite una radiación de luz roja para medi­
das in vivo a 650 nm, próxima a la máxima 
absorción de la clorofila a (665 nm extraída 
en acetona), registrándose posteriormente la 
fluore scencia emitida. Previamente, las 
plantas fueron sometidas a condiciones de 
oscuridad durante media hora con el objeto 
de desacoplar la transferencia de electrones 
del Fotosistema II, de esta manera una gran 
parte de la energía captada por Ja clorofila 
activa se e mite en forma de fluorescencia . 
El mecanismo de emisión de fluorescencia, 
es debida fundamentalmente a la excitación 
de la clorofi la de l Fotosistema JI (K.RAUSE y 
W EIS, J 99 1; LlTCHTENTHALER, 1992; GüVlND­

JEE, J 995). 

Resultados y discusión 

De los resultados obtenidos, cabe desta­
car que en el nive l TO, el patrón ' mandarino 
C leopatra' sin inje11ar y las dos combinacio­
nes de 'citrange Carrizo' y C. macrophylla 
injertados sobre 'mandarino Cleopatra' die-

ro n los mayores valores absolutos de fluo­
rescencia, aunque ninguno de los mismos 
llega al valor medio de 0,832 establec ido 
para una gran variedad de especies. 
Igualmente, al nivel Tl de salinidad Jos 
mayores valores de fluorescencia correspon­
dieron a las combinaciones de ' mandarino 
C leopatra' injertado sobre 'citrange Carrizo', 
'citrange Carrizo' s in injertar y ' mandari no 
C leopatra' y 'citrange CaiTizo' sobre ' Citrus 
macrophylla'. En el nivel T2 los mayores 
valores de fluorescencia se obtuvieron en las 
combinaciones ' mandarino Cleopatra' injer­
tado sobre 'citrange Carrizo', y ' mandarino 
C leopatra' y 'citrange Carrizo' sobre Citrus 
macrophylla , repitiéndose las combinacio­
nes con mayor porcentaje de fluorescencia 
emitida en los niveles T J y T2, con excep­
ción del patrón 'citrange CaiTizo', que ya no 
muestra un valor e levado de fluorescencia en 
el nivel T2. En los 3 patrones sin injer1ar se 
observan diferencias significativas entre los 
niveles TO y T2, lo cual indica una clara dis­
minuc ión en la emisión de fluorescencia de 
clorofil a, es dec ir, que en dichas plantas, los 
patrones s in injertar demues tran estar bajo 
un marcado estrés salino, e l cual di sminuye 
la efic iencia fotoquím ica máxima de las 
hojas, este resultado también se enc uentra 
en las combinaciones Citrus macrophvlla 
injertado sobre 'citrange Carrizo' y 'c itran­
ge Carrizo' injertado sobre 'mandarino Cleo­
patra'. Luego estas dos combinaciones y los 
tres patrones sin injertar son las plantas más 
afectadas por un estrés salino, más acentua­
do en el patrón macrophylla (con un 34% de 
reducción), estrés moderado en 'Carrizo' 
injertado sobre 'Cleopatra' (25%) y menos 
afectadas por el estrés la combinación 
macrophylla/ 'Carrizo' ( 18%) y los patrones 
s in injertar 'Cleopatra ' ( 13%) y 'Carrizo' 
( 13%). 

En la figura l se muestran los valores de 
fluorescencia de la clorofila a en los distin-
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Figura 1. Medidas de la emisión de fluorescencia de c lorofila a en todas las plantas (patrones s in injertar 
y combinaciones de injertos en los 3 niveles salinos) . Test múltiple de Duncan, significativo al 95%. 

Figure l . Measurements of chlorophyll a fluorescence in al/ plants ( roorsrocks wilhout se ion and their 
combinaliom in the 3 satine /evels). Duncan mu/tiple test, sign ifican! to 95%. 
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Figura 2. Medidas de la e misión de fluorescenc ia de c lorofila a en los patrones de cítricos sin injertar 
en los tres ni ve les salinos. Test múltiple de Duncan, significativo al 95%. 

Figure 2. Measurem ents ofchlorophyll af/uorescence in citrus roo/stocks without scion in the 3 saline 
leve / s. Duncan mulliple 1est, significan/ lo 95%. 
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tos nivel es salinos y sin diferenciar las 
plantas utilizadas. A medida que aumenta 
la concentración salina aplicada se obtienen 
menores valores de fluorescenci a, encon­
trándose diferencias significativas entre los 
tres niveles salinos. 

Por otra parte , en Ja figura 2, se muestra 
la vari ac ión de las medidas de flu orescencia 
de clorofila a con la concentración de NaCI 
adicionada a la disolución nutritiva en Jos 
di stintos patrones de cítricos sin injertar. Se 
observa una disminución de las medidas de 
la fluorescencia en todos los patrones sin 
injertar conforme aumenta el nivel de salini­
dad , siendo dicha di sminución s ignificativa 
en C. macrophylla al pasar de l nivel T l al 
T2. En los niveles salinos TO y TI no se 
aprecian diferencias, sin embargo en el. nivel 
T2 Jos valores obtenidos por el C. macrophy-
1/a son bastante menores que los correspon­
dientes a 'citrange Carrizo' y 'mandarina 
Cleopatra', encontrándose diferenci as signi-

0 .85 a a 
a a 

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

Como se puede observar en la figura 3, en 
el nivel T2 de salinidad los injertos de 'man­
darina Cleopatra ' y de 'c itrange Carrizo ' 
sobre C. macrophylla dieron valores mayo­
res de fluorescencia respecto al patrón C. 
macrophylla sin injertar, encontrándose dife­
rencias significativas en el nivel T2. 

En la figura 4 se encuentran diferencias 
significativas entre Jos valores del nivel T2 
para la combinac ión 'citrange Carrizo' 
sobre 'mandarina CJeopatra' con respecto 
al patrón sin injertar y a la combinación C. 
macrophylla sobre ' mandarina Cleopatra', 
correspondiendo el valor más bajo al injer­
to de ' citrange Carrizo '. Encontramos Ja 
única diferencia significativa entre el nivel 
TO y el T l de sa linización , Ja cual se da en 
la combinación 'ci trange Carrizo' injertado 
sobre 'mandarina Cleopatra'. 
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Figura 3. Medidas de la emisión de fluorescencia de clorofila a en el patrón C. macrophy//a sin 
injertar e injertado con 'mandarina Cleopatra' y 'citrange Carrizo ' en los tres niveles sa linos. Test 

múltiple de Duncan, significativo al 95%. 
Figure 3. Measurements of ch /orophyll afluorescence in C. rnacrophylla rootstock without scion cmd 
their combinations with 'C/eopatra mandarin 'and 'Carrizo citrange ·in the 3 saline levels. Duncan 

mu/tiple test, significan/ to 95%. 
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Figura 4. Medidas de la emisión de fluorescencia de clorofila a en el patrón 'mandarino Cleopatra' s in 
injertar e injertado con C. macrophylla y 'citrange Carrizo' en los tres niveles salinos. Test múltiple de 

Duncan, s ignificativo al 95%. 
Figure 4. Mea.suremenls o/chlorophyll afluorescence in 'C/eopa!ra mandarin' motslock without 
scion and 1heir combinalions with C. macrophylla and 'Carrizo ci1ra11ge' in 1he 3 safine leve/s. 

Duncm1 mu/tiple 1est, significa111 10 95%. 
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Figura 5. Medidas de Ja emisión de fluorescencia de c lorofila a en el patrón 'citrange Carrizo' sin 
injertar e injertado con C. macrophylla y ' mandarino C leopatra ' en los tres nive les salinos. Test 

Múltiple de Duncan significativo al 95%. 
Figure 5. Measureme111s of ch/orophyll a fluorescence in 'Carrizo citrange' roolS/ock wilhout scion 

and 1heir combinations with C. macrophylla and 'C/eopatra mandarin' in the 3 saline levels. Dunrnn 
mulliple resr, significan/ ro 95%. 
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En la figura 5 se observa que hay dife­
rencias significativas entre la combinación 
de ' mandarino Cleopatra' injertado sobre 
'citrange Carrizo' y C. macrophylla injerta­
do también sobre 'citrange Canizo' en el 
nivel T2 de salinidad, mostrando el valor 
más bajo esta última combinación. No se 
encuentran diferencias significati vas en este 
nivel, entre el patrón 'c itrange Carrizo' sin 
injertar y las dos combinaciones indicadas 
anteriormente. 

Diversos autores han estudiado la toleran­
cia a la sa linidad de estos patrones y obtie­
nen resultados parecidos aunque no iguales, 
ya que en nuestro ensayo el C. macrophylla 
es el patrón que dio menores valores de fluo­
rescencia. Así, CARO et al. (1973) obtienen 
una mayor tolerancia de 'mandarino Cleo­
patra' seguido de C. macrophyl/a, siendo e l 
menos tolerante el 'citraoge Troyer', en base 
al porcentaje de germinación obtenido cuan­
do las semillas de estos patrones fueron 
sumergidas en distintas soluciones sa linas. 
CARO et al. ( 1977) también obtuvieron los 
mismos resu ltados atendiendo al parámetro 
de la longitud del tallo en plantas regadas 
con soluciones sa linas. Gu1u (\J et al. ( 1978) 
basándose en Ja composición fo liar de plán­
tulas sometidas a estrés salino obtuvo igual­
mente una mayor tolerancia del ' mandarino 
Cleopatra' frente al 'citrange Troyer' y C. 
macrophylla y CERDÁ et al. ( 1990) encontra­
ron un menor porcentaje de reducción de 
cosecha en el 'mandari no Cleopatra' con rela­
ción a C. macrophvlfa como consecuencia 
del estrés sa lino a que fueron sometidas las 
plantas. BAÑULS y PRIMO ( 1995) encontraron 
marcadas diferencias entre 'citrange Troyer' y 
'mandarino Cleopatra ' . Se ha de tener en 
cuenta que en los trabajos mencionados ante­
rionnente se ha utilizado el patrón 'citrange 
Troyer' y por el contrario no se han realizado 
ensayos con el patrón 'citrange Carrizo' , aun­
que ambos tienen una tolerancia a la salini -

dad baja (f>RALORAN, 1977; POMARES, J 985) 
por lo que se puede considerar que se habrían 
obtenido resultados similares de haber sido 
ensayado el patrón 'citrange Carrizo'. 

GARCÍA-LEGAZ ( 199 l ) afirma que en las 
di ferencias de comportamiento de las distin­
tas combinaciones patrón/injerto frente a la 
salinidad, tiene más importancia el po11ain­
jerto que la variedad injertada, aunque en 
los valores de fluorescencia que hay en un 
mismo nivel salino entre el patrón sin injer­
tar y las distintas combinaciones inje11adas 
sobre él se encuentran diferencias significa­
tivas para el mayor nivel de salinidad (T2) 
en C. macrophylla y 'mandarino Cleopatra'; 
no encontrándose 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 sólo puede apreciar diferen­
cias cuando las plantas son fertirrigadas con 
soluciones salinas de elevada concentración. 

Los valores de fluorescencia de la combi­
nación 'mandarino Cleopatra' injertado sobre 
'citrange Carrizo' son los mayores en las 
concentraciones salinas util izadas (T l y T2). 

Las combinaciones de 'macrophylla ' 
injertado sobre 'Carrizo' y 'Carrizo' injerta­
do sobre 'Cleopatra' y los tres patrones sin 
injertar son las plantas más afectadas por 
estrés sali no, las medidas de fluorescencia 
del patrón C. macrophylfa dan valores sensi­
blemente diferentes con relac ión al resto de 
combinaciones injertadas sobre é l, sufriendo 
la mayor disminución de las medidas de 
fluorescencia. 
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