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RESUMEN

Se estudio el efecto conjunto de la luz y la disponibilidad hidrica sobre la actividad del fotosistema Il
(PSII) en plantas de alcornoque (Quercus suber L.) cultivadas en vivero. Se consideraron cuatro niveles de luz
(66-70% , 44-50%, 13.5-16% y 5-6%, con respecto a pleno sol) y dos de riego. La mitad de las plantas se
regaron a capacidad de campo dos veces por semana (R+: 25-35% de humedad en el sustrato, medido con TDR)
y la otra mitad se sometié a dos ciclos de sequia de 51 y 38 dias, respectivamente (R-: hasta alcanzar una
humedad en el sustrato del 7-10%). Las mediciones se realizaron al amanecer, mediodia y tarde, en cuatro
fechas en hojas adaptadas a la oscuridad, empledndose un fluorémetro. Para todos los tratamientos, Fv/Fm
presentd los valores mas altos al amanecer, disminuyé al mediodia, y experiment6 una ligera recuperacion por
la tarde en los tratamientos de maximo sombreo para la medicion del 23 de Julio. Fv/Fm decreci6 a lo largo del
ensayo (al mediodia y por la tarde) hasta alcanzar un minimo tras finalizar el primer ciclo de sequia.. El riego
afectd positivamente la relacion Fv/Fm al amanecer solamente en la ultima medicion del primer ciclo.
Asimismo se detect6 un efecto positivo en los niveles de luz intermedios (13.5% y 16%). Al mediodia y por la
tarde, la eficiencia fotoquimica del PSII fue mayor con niveles de luz inferiores al 16%. La eficiciencia cuantica
del fotosistema Il mostr6 dos repuestas a las altas radiaciones una caida diaria al mediodia, como un mecanismo
de fotoprocteccion en las horas de mayor radiacion y una disminucién a lo largo del tiempo que dur6 el ensayo.
El tratamiento de riego no provoco cambios en la eficiencia cuantica del PSII, salvo en una fecha, coincidiendo
con la maxima demanda evaporativa. Los tratamientos mayores de luz (>44%) provocaron una pérdida de la
eficiencia cuéntica del PSII.
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INTRODUCCION

En ambientes mediterraneos la luz y el agua son dos de los factores que muestran una mayor variabilidad
temporal y espacial. Ante estas condiciones tan heterogéneas las especies mediterraneas han de desarrollar
cierta plasticidad que les permita germinar, sobrevivir y crecer en diferentes condiciones de luz (Valladares et
al, 2002) y de disponibilidad hidrica (Faria et al 1998). El alcornoque Quercus suber ocupa diferentes habitats
en la Peninsula Ibérica, desde dehesas a formaciones boscosas densas (Costa et al 1998). Por ello, esta especie
debe desarrollar diferentes estrategias encaminadas a optimizar el uso de los recursos disponible y minimizar el
impacto de las altas radiaciones y la marcada sequia estival. Frecuentes en ambientes mediterraneos. En dichos
ambientes mediterraneos donde coexisten altas intensidades de luz y escasa disponibilidad hidrica se puede
producir una regulacién fotosintética a la baja o fotoinhibicién (Valladares y Pearcy, 1997). Dicho fendmeno
puede darse como un mecanismo reversible de fotoproteccion durante las horas de maxima radiacién y altas
temperaturas (fotoinhibicién dinamica); o bien, si el estrés no remite, se pueden producir dafios en las
membranas del cloroplasto implicadas en la fotosintesis que necesitarian varios dias para revertir (fotoinhibicién
cronica) (Osmond ,1994). La medicidn de la fluorescencia de las clorofilas permite inferir la eficiencia cuantica
del fotosistema Il (PSII), y detectar posibles dafios producidos en las plantas en situaciones de estrés por exceso
de radiacion o durante periodos de sequia prolongada (Demming-Adams y Adams, 1992). En concreto, una
medida del rendimiento cuéntico del fotosistema Il es la relacion entre la fluorescencia variable y la
fluorescencia méxima (Fv/Fm) en plantas previamente adaptadas a oscuridad (Bjérkman o & Deming-Adams,
1987).

El objetivo del trabajo es determinar la capacidad de aclimatacion del alcornoque frente a un estrés
hidrico moderado y a un ambiente luminico variable. El alcornoque es una especie de luz, que sin embargo
requiere de cierta sombra en las primeras edades. Por tanto, las jovenes plantas pueden resultar especialmente
vulnerables a las reducciones en la ganancia de carbono, asociadas a la fotoinhibicion crénica, debida la falta de
recursos acumulados.

MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental



Se disefié un experimento factorial con dos factores, luz y riego.La luz se aplicé con cuatro niveles de
radiacion y el riego con dos niveles a lo largo de dos ciclos de sequia

Se emplearon bellotas de alcornoque de la region de procedencia “Valle del Tiétar” recogidas durante el
afio 2000 y conservadas en bolsas de plastico a 4 °C hasta su germinacion a mediados de abril de 2001. Recién
germinadas se sembraron en envases troncocénicos de 3-L rellenados con una mezcla de turba y area fina (3:1,

v/ v), a la que se incorpord cinco gramos por litro de un fertilizante de liberacion lenta ( Osmocote® N:P:K,
20:10:20 + micro). Las plantulas se mantuvieron en un invernadero con temperaturas medias de 30°C dia'y 10°C

noche, fotoperiodo natural con una radiacion media al mediodia de 750-850 mmolm2s1, y riego a capacidad de
campo, hasta los inicios de los tratamientos.

El 27 de mayo, se trasladaron las plantas a un tdnel bajo plastico con los extremos y laterales abiertos,
para facilitar la circulacién del aire. Un total de 120 plantas se repartieron aleatoriamente en cuatro grupos,
segun los cuatro tratamientos de luz, cada uno repetido en tres bloques de 10 plantas. Los cuatro ambientes de
luz se reprodujeron cubriendo unas estructuras metalicas con mallas de sombreo de distinta densidad (Polysack
Plastic Industries Ltd., Israel) a modo de bastidor. Los porcentajes medios de la densidad de flujo fot6nico
(PPFD) en cada tratamiento respecto a pleno sol fueron 66-70% (34.7 mol m2 s1), 44-50% (23.2 mol m?2 s1),
14-16% (7.9 mol m2 s1), 5-6% (2.6 mol m2 s1).

Las plantas dentro de cada tratamiento de luz se separaron en dos grupos: la mitad se mantuvo con riego
a capacidad de campo (R+) y la otra mitad se sometié a dos ciclos de sequia de 51 y 38 dias (R-),del 23 de julio
al 15 de septiembre y del 17 Septiembre al 24 octubre, respectivamente. En el periodo transcurrido entre ambos
ciclos, las plantas de R- se regaron a capacidad de campo. El contenido volumétrico de agua en el sustrato en las
plantas bien regadas (R+) se mantuvo entre el 25%-35% y en las plantas sometidas a estrés moderado (R-) entre
7%-10% durante los dos ciclos. La cantidad de agua que se afiadi6 a las plantas del tratamiento R- se calculaba
teniendo en cuenta el agua evapotranspirada por las plantas del tratamiento de maximo sombreo, aquellas con
menor demanda evaporativa. De esta manera no se detectaron diferencias significativas de humedad en el
sustrato para los distintos tratamientos de luz (P>0.05).

Mediciones

Se tomaron al azar cinco plantas por cada combinacion de luz x riego en tres fechas durante el primer
ciclo de sequia (23-Jul, 13-Ago, 26-Ago) Yy otras tantas en una fecha durante en el segundo ciclo (3-Oct ). En
una hoja de la parte central del tallo de cada planta (previamente preaclimatada a condiciones de oscuridad
durante al menos 20-30 min.) se realizaron las mediciones in vivo de la fluorescencia de la clorofila en tres
momentos del dia: mafana (7:30), mediodia (12:00) y tarde (17:00). Para la medicién de la fluorescencia de las

clorofilas se empleé un fluorémetro Plant Stress Meter (Biomonitor AB, Sweden; PPFD=600 mmol m2s,
durante 10 s). La eficiencia maxima del fotosistema Il se determiné como la relacion entre la fluorescencia
variable y la fluorescencia maxima (Fv/Fm), siendo Fv la diferencia entre la fluorescencia maxima (Fm) y la
inicial (F).

0

Andlisis estadistico

Para analizar la variacion a lo largo del dia del pardmetro Fv/Fm en cada una de las fechas se aplicd un
ANOVA de medidas repetidas, considerando la hora como factor de repeticion y el riego y luz como factores
fijos. Cuando las interacciones entre la horas y los otros factores resultaron significativas, se fijaron los niveles
de dicho factor y se analizd solamente el efecto del tiempo (horas) mediante ANOVA de una via. Asimismo,
para analizar la variacion del pardmetro Fv/Fm a lo largo del periodo de estudio (cinco fechas) segin los
factores luz y riego, se aplicé un ANOVA de tres vias (fecha, luz y riego). Cuando las interacciones entre el
factor fecha y los tratamientos no resultaron significativas los datos de todas las fechas se analizaron de manera
conjunta. En cambio, cuando las interacciones fueron significativas se analiz6 el efecto del factor fijando la
fecha mediante ANOVA de una via, tal y como recomienda La posterior comparacion entre medias se realizé
mediante el test de Tukey HSD al 95% de probabilidad. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo
empleando el programa estadistico STATISTICA 6.0.

RESULTADOS
La variacion diaria de Fv/Fm fue diferente en cada tratamiento de luz para todas las fechas de medicion
(Pinteracciones H x r <0-05, Tabla 1). EI 23 de Julio (tabla 2) se registr6 una caida de Fv/Fm al mediodia seguida

de una posterior recuperacién por la tarde en los dos tratamientos de sombra (5-6% y 13-16%), mientras que en
los dos tratamientos de mayor intensidad de luz (>44 %) no se produjo dicha recuperacién, manteniéndose,
Fv/Fm en valores proximos a los medidos al mediodia. A partir del 13 de Agosto, Fv/Fm no fue capaz de
recuperarse tras la caida del mediodia para ninguna intensidad de luz.

La fecha de medicion y la intensidad de luz afectaron significativamente los valores de Fv/Fm obtenidos
en cada momento del dia. El tratamiento de riego afect6 a la relacion Fv/Fm en la medicion del 26 de agosto al



amanecer (tabla 3 y figura 1A). En cuanto al tratamiento de luz (Figura 2 A), se observ6 que tanto las plantas de
los tratamientos de méaxima sombra (5-6%) como las de maxima radiacion (66-70%) mostraban valores
significativamente menores. Los valores de Fv/Fm al mediodia y por la tarde fueron menores en las mediciones
de agosto, al finalizar el primer ciclo de sequia, observandose una recuperacion el 3 de octubre. Asimismo, al
mediodia y por la tarde, se observaron los valores mas bajos de Fv/Fm en los dos tratamientos de maxima
radiacion (Figura2 By C).

DISCUSION

La eficiencia fotoquimica del PSII exhibié dos respuestas a las altas radiaciones y al estrés hidrico
diferentes con el tiempo: una diaria, con valores maximos de Fv/Fm al amanecer y disminuciones al mediodia y
primeras horas de la tarde; y otra disminucién sostenida en el tiempo, hasta su posterior recuperacion al final del
periodo de ensayo. La reduccion de la actividad del fotosistema detectada al mediodia y a primeras horas de la
tarde es un proceso ampliamente estudiado en diferentes especies (Ogrem & Evans, 1992; Bolhar-Nordenkampf
et al,1991), incluso encontrada en &rboles adultos de Quercus suber (Faria et al 1996). Dicho fenémeno se
interpreta como un mecanismo dindmico de disipacion de energia, que ocurre durante las horas de maxima
radiaciacién y temperatura y el cual es capaz de revertir en cortos periodos de tiempo.

La disminucién sostenida en el tiempo de la eficiencia del PSIl es de dificil interpretacion, ya que la
disminucién en Fv/Fm puede deberse a un aumento del quenching no fotoquimico, al dafio por exceso de luz de
los centros de reaccion del PSII, o a una combinacion de ambos (Valladares y Pearcy, 1997). El prolongado
descenso de la actividad del fotosistema se produce en pleno estio (23 de Julio a 26 de Agosto), con dias de
fotoperiodo todavia largo y alta radiacion luminosa, lo que cabe interpretar como un mecanismo de
fotoinhibicién cronica (Osmond, 1994), por otra parte habitual en ambientes mediterraneos (Llorens et al
2003a). La atenuacion y desaparicion de dichas condiciones ambientales al final del ensayo (finales de octubre)
propician una recuperacion parcial, mas evidente en las mediciones de por la mafana.

El tratamiento de estrés moderado (R-) afectd significativamente a la actividad del fotosistema I, con un
descenso al amanecer el 26 de agosto, correspondiéndose dichas fechas con las condiciones de sequia méas
extremas. Por tanto, un estrés hidrico méas acusado increment6 en mayor medida la fotoinhibicion de las plantas
cultivadas a pleno sol. Sin embargo, este efecto sinérgico de elevada intensidad luminica junto con estrés
hidrico sobre la fotoinhibicion parece ser un fendémeno dependiente de la especie (Valladares y Pearcy, 1997,
Gulia et al 2002 ). Dicha disminucion es similar a la obtenida por Llorens et al (2002b) en Globularia alypum
en condiciones de campo, y ha sido relacionada por dichos autores con la acumulacion durante la noche de
compuestos del ciclo de las xantofilas (zeaxantinas). Estos contribuyen a una rapida disipacion de la energia al
amanecer reflejdndose en una caida en la emision de la fluorescencia (Adams y Demming-Adams, 1994).

Las radiaciones mas intensas (44-50% y 66-70%) provocaron un esperable descenso en la actividad del
fotosistema Il reflejado en la disminucidn de los valores de Fv/Fm al mediodia y primera hora de la tarde. Este
comportamiento, propio de las especies en ambiente mediterraneo, ha sugerido la existencia de un sinergismo
con fenémenos de cierre estomatico que co-ocurren en respuesta a una mayor demanda evaporativa provocando
pérdidas en la eficiencia fotosintética (Valladares & Pearcy, 1997, Valladares et al , 2002).
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Tabla 1: Andlisis de la variacion diaria del parametro Fv/Fm en las diferentes fechas de medicion para los
tratamientos de riego y luz. Se muestran los resultados de los andlisis de varianza de medidas repetidas
considerando las diferentes horas del dia como factor de repeticion. En negrita valores de P significativos.

Factor Interaccion

Fechas Luz(L)  Riego(R) Horas (H) (IEz)X (HxL) (HXR) (HXLXR)

F  13.587 2.275 25.893 0.200 3.381 0.406 0.887
23-jul gl 3 1 2 3 2 2 6

P 0.000 0.141 0.000 0.896 0.008 0.668 0.509

F 3.533 2.621 101.771 1519 2.405 0.961 1.359
13-ago gl 3 1 2 3 2 2 6

P 0.002 0.115 0.000 0.229 0.036 0.388 0.245

F 7.119 4.272 44.936 1.699 4.539 3.424 0.596
26-ago gl 3 1 2 3 2 2 6

P 0.000 0.050 0.000 0.187 0.000 0.059 0.732

F 5.630 1.227 46.850 1.880 4.069 0.407 0.743
3-oct gl 3 1 2 3 2 2 6

P 0.003 0.277 0.000 0.154 0.001 0.667 0.617

Tabla 2: Andlisis de la variacién de Fv/Fm a lo largo del dia (7:00, 12:00, 17:00) mediante ANOVA fijando
cada nivel del tratamiento de luz en cada fecha. Valores medios y error estdndar del pardmeto Fv/Fm a lo largo
del dia en cada tratamiento de luz para cada fecha de medicién. Cuando los valores de P fueron significativos
(valores en negrita) se realizé un test de Tukey de separacién entre medias. Las letras diferentes indican medias
diferentes para un o.=0.05.

Fecha  Luz ANOVA 7:30 Tzor(?g 17:00
5-6% F(2, 16)=6.84 P=0.007 0.808+0.002 A 0.786+0.006 B 0.805+0.004 A
23.jul 13-15% F(2, 16)=10.816 P=0.001 0.817+£0.002 A 0.792+0.005 B 0.807+0.003A
44-50% F(2, 16)=15.393 P=0.000 0.811+0.004 A 0.761+0.008 B 0.772+0.01B
66-77% F(2, 16)=7.284 P=0.007 0.804+0.004 A 0.752+0.009 B 0.741+0.018B
5-6% F(2, 16)=61.61 P=0.000 0.821+0.006 A 0.753+0.009 B 0.751+0.007B
13-ago 13-15% F(2, 16)=29.91 P=0.000 0.828+0.006 A 0.746+0.014 B 0.765+0.012B
44-50% 0.823+£0.006 A 0.691+0.029 B 0.702+0.022B

F(2, 16)=18.75 P=0.000



66-77% F(2, 16)=43.62 P=0.000 0.825+0.005 A 0.721+0.01 B 0.719+0.017B
5-6% F(2, 16)=2.205 P=0.145 0.791+0.011 0.773+0.005 0.762+0.01

13-15% F(2, 16)=15.84 P=0.000 0.801+0.007 A 0.771+0.005B 0.777+0.007B

26-ag0 44-50% F(2, 16)=18.731 P=0.000 0.8+0.007 A 0.723+0.015B 0.749+0.009B
66-77% F(2, 16)=20.59; P=0.000 0.797+£0.006 A 0.712+0.014 B 0.735+0.01B

5-6% F(2, 16)=1.554 P=0.242 0.803+0.009 0.794+0.009 0.787+0.014

3-oct 13-15% F(2, 16)=16.751 P=0.000 0.835+0.003 A 0.81+0.007 B  0.797+0.007B

44-50% F(2, 16)=18.831 P=0.000 0.829+0.002 A 0.771+0.008 B 0.753+0.015B
66-77% F(2, 16)=19.081 P=0.000 0.811+0.005 A 0.754+0.012B 0.75+0.011B

Tabla 3: Efecto de la fecha de medicidn, el riego y la luz sobre el parametro Fv/Fm en cada uno de los tres
momentos de dia (7:30, 12:00; 17:00) mediante ANOVA de tres vias (en negrita valores de P significativos).
Para la interaccion significativa (F x R) en la medicion del amanecer se analizé el efecto del riego en cada una
de las fechas de medicion mediante ANOVA de una via.

Horas Factor F gl P
Fecha (F) 14.31 4 <0.001
Riego(R) 8.63 1 <0.005
Luz (L) 4.41 3 <0.005
Interaccion F x R 3.61 4 <0.01
_ 23 Julio 0.26 1 0.61
730 rgo | 1RGO0 0.52 1 o4
26 Agosto 16.41 1 <0.005
3 Octubre 0.26 1 0.26
Interaccion L x R 0.21 3 0.864
Interaccion L x F 1.4 12 0.166
Interaccion LX R x F 0.5 12 0.884
Fecha (F) 19.42 3 <0.001
Riego(R) 2.23 1 0.137
Luz (L) 18.5 3 <0.001
12:00 .
Interaccion L x R 1.33 3 0.267
Interaccion F x R 15 3 0.217
Interaccion L x F 0.93 9 0.497
Interaccion LX R x F 1.69 9 0.099
Fecha (F) 11.84 3 <0.001
Riego(R) 0.72 1 0.398
Luz (L) 16.55 3 <0.001
17:00 Interaccion L x R 0.46 3 0.713
Interaccion F x R 1.46 3 0.229
Interaccion L x F 0.76 9 0.656
Interaccion LX R x F 1.28 9 0.2522
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Figura 1: Valores medios de FwFm (£ error
estandar) para el tratamiento de riege durante
los tres momentos del dia: al amanecer £4); al
mediodia (B}, v por la tarde {C). en cada
fecha de medicidn (M 23-ul1-02; O 13-ago-
0z, 26-ago-02; B 3-0ct-02 ). A las 7:30 se
marca  con un asterisce  diferencias
significativas en la medicidn del 26 agosto

Figura 2 Valores medics de FwiFm (£ error estandar)
para cada tratamiente de luz durante los tres momentos
del dia: al amanecer {4); al mediodia (B);, v por la tarde
{C). en cada fecha de medicién (M 23-ul-02; U 13-ago-
0z, 26-age-02; Bl 3-0ct-02 ). Las letras diferentes
muestran diferencias significativas (agregando todas las
fechas) para los diferentes niveles de luzg.




