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Introduccién

1. Introduccion

El olivo (Olea europaea L.) es originario de una region geografica que ocupa
desde el sur del Céaucaso hasta las altiplanicies del Iran, Palestina y la zona costera de
Siria, se extendio por Chipre hacia Anatolia, y a través de Creta hacia Egipto, hasta
poblar todos los paises riberefios del Mediterraneo. A partir del siglo XV, con los viajes
oceanicos de Colon, Magallanes y Juan Sebastidn Elcano, pasé y se extendié por el
Nuevo Mundo y, en la actualidad, se cultiva también en Sudafrica, China, Japon y
Australia (Civantos, 2004).

El patrimonio oleicola existente se estima en aproximadamente 960 millones de
olivos, de los que en 2001 unos 945 millones (98% del total) se situaron en los paises de
la cuenca mediterranea, ocupando una superficie de 9.5 millones de hectareas (AAO,
2001). En Espaiia, la superficie dedicada a olivar, segin datos de la Agencia para el
Aceite de Oliva (AAO, 2001) es de 2.423.841 hectéareas, en las que se cultivan 208,7
millones de &rboles aproximadamente. Asimismo, las ultimas estimaciones del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA, 2001), sittan la produccion
de aceituna para almazara en la campafa 1999/2000, en 3.004.500 toneladas, y la de

aceite en 670.000 toneladas, de las que el 71,6 por 100 se obtuvieron en Andalucia.

Por otro lado, la aportacion de los productos derivados del olivar al valor de la
Produccion Final Agraria Espafiola, oscila entre el 3y el 5 por 100, dependiendo de los
afios. Esta cifra se eleva considerablemente si restringimos el marco de referencia a
Andalucia, donde se sitda en el entorno del 20 por 100, alcanzando niveles altamente
significativos en algunas provincias de la Comunidad Auténoma. Asi, en Jaén, se

produce entre el 15y el 20 por 100 de la produccion mundial de aceites de oliva.

Las cifras anteriores son indicadores claros de la importancia del sector oleicola
en la economia de ciertas regiones, constituyendo un recurso esencial para una buena
parte de la poblacion, sobre todo, por la gran cantidad de mano de obra que ocupa tanto
directa como indirectamente. Ademas de las consideraciones de indole econémico, un
olivar adecuadamente cultivado genera externalidades ambientales positivas, relativas a

la proteccion del suelo y la lucha contra la erosion.
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En los secanos mediterraneos el olivo ha sido cultivado tradicionalmente
manteniendo producciones aceptables (Orgaz y Fereres, 2004). Los climas extremos con
largos periodos estivales y de intensas sequias no han sido un impedimento para la
supervivencia del olivo, aunque comprobandose que la practica del riego aumenta
considerablemente su rendimiento, incluso cuando las aportaciones de agua son muy
reducidas (Orgaz y Fereres, 2004). La subida en los precios del aceite, las sequias
existentes en las zonas productoras y el avance de las técnicas del riego localizado han
motivado la puesta en riego del olivar en Espafia, siendo Andalucia la principal
comunidad en transformacion a olivares de regadio (Orgaz y Fereres, 2004). Todas estas
circunstancias junto con los efectos de las ultimas sequias constituyen un panorama en
el que el suministro de agua para regadios sea insuficiente a las necesidades hidricas de
los cultivos. Se nos hace imprescindible, por lo tanto, conocer las relaciones hidricas del
olivo y el desarrollo de métodos de deteccién y medida que permitan conocer su estado

hidrico a nivel de arbol.

Desde los afios 80 se viene explorando en algunos arboles frutales la limitacion
del riego durante determinadas fases del estado fenolégico del cultivo, con el objetivo
de evitar la disminucion de la produccion reduciendo la evapotranspiracion. Este
conjunto de técnicas se denominan riego deficitario controlado (Chalmers et al., 1981).
El comportamiento estomatico del olivo ha sido fruto de estudios que demuestran sus
diferencias en relacién al de otros cultivos, como el girasol en condiciones de amplio
suministro de agua (Orgaz y Fereres, 2004). Este y otros estudios muestran sus notables
diferencias de comportamiento de tipo fisiologico, observando que la maxima apertura
estomatica (maxima conductancia estomatica) del olivo ocurria en las primeras horas de
la mafiana, reduciéndose en las horas centrales del dia, mientras que el girasol mantenia
los estomas completamente abiertos durante todo el dia. Dado que el déficit de presion
de vapor (DVP) de agua es minimo en la mafana y maximo al mediodia solar se
comprende que por la mafiana la mayor apertura estomatica permita la absorcién de
CO, a un menor coste transpirativo que al mediodia. Por lo tanto, el cierre estomatico
parcial al mediodia supone que las tasas de fotosintesis del olivo sean inferiores a las de

muchos cultivos herbaceos (Orgaz y Fereres, 2004).

Los métodos tradicionales de medicion del estado hidrico del olivo se basan en

la cuantificacion del potencial hidrico de la hoja (PH), observandose en estudios
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realizados en condiciones de campo que las hojas expuestas de arboles sin limitacion
hidrica tienen un PH de alrededor de -1.5 MPa al mediodia en verano (Moriana et al.,
2002). El hecho de que la regulacion estomatica module la tasa de transpiracion en
funcién de la demanda evaporativa de la atmosfera, hace que el PH permanezca
generalmente constante entre las primeras horas de la mafiana y las ultimas de la tarde.
A medida que el suelo se seca, el arbol debe disminuir su PH para mantener el flujo de
agua para que compense las pérdidas por transpiracion. El olivo es capaz de disminuir
su PH por debajo de valores que causarian la deshidratacion y muerte de casi la
totalidad de plantas cultivadas. Esto dota al olivo de una capacidad de extraer agua del

suelo por debajo del punto de marchitez permanente (Orgaz y Fereres, 2004).

La deteccion de este tipo de estrés en vegetacion causado por el estado hidrico,
asi como por otros factores bidticos o abidticos, forma parte de lineas actuales de
investigacion en teledeteccion. Dicha linea de trabajo consiste en desarrollar sensores y
nuevos métodos que permitan la deteccion remota de estrés no detectable visualmente a
partir de la interaccion de la radiacion con la vegetacion, especialmente en la radiacién
reflejada que captan sensores digitales en distintas regiones espectrales. Indices de
vegetacion clasicos utilizados en teledeteccion desde hace mas de 20 afios, como NDVI
(Rouse, 1974), cocientes simples (SR), cocientes simples modificados (MSR) (Chen,
1996) no permiten la deteccidn de estrés en vegetacion si éste no esta lo sufientemente
avanzado como para afectar a la estructura y/o bioquimica foliar. En este contexto,
dichos métodos tradicionales de teledeteccion son incapaces de detectar estrés hidrico
cuando sus efectos son de estrés previsual, es decir, cuando no modifica la radiacion
reflejada en bandas espectrales del rojo e infrarrojo cercano. Se hace imprescindible, por
lo tanto, entender los efectos a nivel espectral del estrés hidrico, tanto en etapas iniciales
de estrés, produciendo efectos no visuales, como en estados avanzados, produciendo

efectos de cambio estructural y potencial degradacion de pigmentos fotosintéticos.

El tejido fotosintético méas activo en la mayoria de las plantas se encuentra en el
mesdfilo de las hojas, en el cual los cloroplastos contienen pigmentos especializados en
absorber luz. En los cloroplastos, la energia solar es procesada por dos unidades
funcionales llamadas fotosistemas, los cuales producen oxigeno y energia a través de
una serie de reacciones de oxido-reduccion, conocidas como Fotosistema Il (PS-I1) y
Fotosistema | (PS-1). Las clorofilas y carotenoides son moléculas relacionadas en la
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absorcion de luz, transferencia de energia, y transferencia funcional de electrones entre
los dos centros de fotoreaccion. Con el PS-I la planta absorbe preferentemente luz con
longitud de onda mayor de 680 nm, y con el PS-11 absorbe luz de menor longitud de
onda de la que absorbe el PS-I (Taiz and Zeiger, 1998). En vegetacion estresada, la
regulacion de transferencia del electron puede ser interrumpida. La potencial reduccién
del contenido de clorofila disminuye la cantidad de luz absorbida por los pigmentos. La
clorofila a'y b (Cap) son los pigmentos fotosintéticos mas importantes, cuya absorcién
de radiacion electromagnética varia con la longitud de onda, con fuerte absorcion en la
parte del espectro visible azul (400-500 nm) y rojo (600-700 nm), y menor en la regién
del verde (500-600 nm).

Extensos estudios en la deteccion de estrés mediante métodos de espectroscopia
se han dirigido a asociar a nivel de hoja numerosos indices dpticos como indicadores de
estrés; por ejemplo, los cambios en el contenido de pigmentos entre vegetacion sana y
enferma (e.g., Rock et al., 1988; Vogelmann et al., 1993; Carter et al., 1994). Los
indices dpticos estan basados en la relacion observada, a varias longitudes de onda
especificas del espectro, y medidas de contenidos de pigmentos en hoja o funciones
fotosintéticas en plantas. Horler et al. (1980; 1983) describieron los cambios en la
pendiente y posicion de la reflectancia en el borde rojo (680-750 nnm) con la
concentracion de clorofila en hoja. La posicién y pendiente del borde rojo cambian en
los estados de senescencia a nivel de hoja por el decrecimiento de la actividad
fotosintética y la propia degradacion de pigmentos (Knipling, 1969). Un cambio en la
posicion del borde rojo a longitudes de onda mas corta es conocido como un ““cambio
azul” (blue shift) y es asociado con la induccion severa de estrés (Changs y Collins,
1983; Horler et al., 1980;1983). ElI cambio azul ha sido atribuido a reducciones en los
niveles de clorofila-b (Rock et al., 1988). Diversos estudios muestran con éxito la
relacion pigmentos-reflectancia a nivel de hoja y cubierta mediante métodos de
espectroscopia y teledeteccidon hiperespectral, como Vogelman et al (1993) que
correlacion6 parametros espectrales del borde rojo y contenido clorofilico en hojas de
Arce afectadas por una intensa plaga. El indice usado fue el R740/R720, obteniendo
mejores relaciones con clorofila-a, clorofila-b y contenido total de clorofilas que otros
indices utilizados por sensores de satélites como el NDVI. La posicién del borde rojo ha
sido incluso estudiada como estimador de indice de area foliar (IAF) y estado hidrico a

nivel de copa (Filella y Pefiuelas, 1994), pese a que dichas relaciones son de tipo
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indirecto. La posicion, amplitud y area del pico del borde rojo fueron estudiados en
campo a nivel de copa con un radiometro, mostrando su relacion con el contenido
clorofilico, LAl y contenido de agua. Otros estudios de Pefiuelas et al. (1995) mostraron
gue el Normalizad Phaeophytinization Index (NPQI), calculado como (Rais-
Russ)/(Ra15tR4ss), fue el indice mas sensible para la deteccion del estrés cuando es
causado por el ataque de acaros que degradan los pigmentos. Otros indices, como el
indice fotoquimico de reflectancia (PRI) es un indice fisioldgico que correlaciona el
estado de las xantofilas, responsables de la reduccion diurna de la eficiencia
fotosintética, y empleado con éxito en la deteccidn de estrés en procesos de senescencia
en hoja y efectos visuales previos de la clorosis férrica (Gamon et al., 1992).
Investigaciones posteriores (Pefiuelas et al, 1997) validaron el PRI como un indice que
valora la eficiencia fotosintética a nivel de hoja en especies esclerofilas de climas
mediterraneos como el Quercus ilex y Phillyrea latifolia, aunque no se ha conseguido
utilizar con éxito a nivel de cubierta. Otros cocientes a nivel de cubierta han sido
estudiado como indicadores de estrés en plantas, tales como Regs/Rs70, Regs/Razo,
Re0s/R760, Reos/R760 Y R710/R760, Siendo Regs/Raz0 Y €l Regs/R760 10S cocientes que mejor
se relacionaron con el estado hidrico el en seis especies de plantas diferentes (Carter,
1994).

La mayoria de los mencionados indices basados en métodos de espectroscopia
suelen permitir la deteccidn del estrés solamente en estados avanzados, normalmente
asociados a los mencionados cambios bioquimicos por clorosis y estructurales. En otras
palabras, no permiten generalmente detectar efectos asociados a la variacion diurna de
la radiacién interceptada por la vegetacion, o a cambios que afectan directamente a la
fotosintesis. Las nuevas lineas de trabajo en teledeteccidn pretenden detectar procesos
fundamentales asociados directamente a la fotosintesis. Estos procesos fundamentales
empiezan cuando las moléculas de clorofila absorben energia, estas hacen una
transferencia de un estado estacionario a un estado excitado, volviéndose
extremadamente inestables, despidiendo muy rapido parte de su energia en forma de
calor, pudiendo la molécula de clorofila reemitir el foton para retornar a su estado de
mayor estabilidad. En dicho proceso de reemision del foton, llamado fluorescencia, la
longitud de onda de reemision es siempre mayor que la longitud de onda de absorcion
del electrdn, debido a que una porcion de la energia de excitacion es convertida en calor
antes de la emision del foton. Un segundo proceso, denominado de disipacion no
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fotoquimica, puede ocurrir cuando toda la energia de la clorofila excitada se convierte
en calor, sin emision del foton. Un tercer proceso, denominado fotoquimico, es la
transferencia de energia para su utilizacion en las reacciones fotoquimicas de la
fotosintesis. Estos tres procesos tienen un caracter competitivo, por lo que cambios en
las tasas fotosintéticas y en la emisién de calor disipativo causan cambios en la emision
de fluorescencia (Figura 1). Por medio de estos dos procesos fundamentales de
conversion de la energia absorbida por los pigmentos fotosintéticos, como son la
fluorescencia clorofilica y transferencia de calor, los estudios y avances técnicos en el
campo de los sensores remotos pretenden avanzar en los métodos apropiados para su

deteccion y cuantificacion.

[T 1 Transmitida

—
(0-40% of PAR)
Absorbida
(48-94% of PAR)
Reflejada
(6-12% of PAR) \
Fotoquimica

Temperatura (0-20% de Abs)
(75-97% de Abs)

Fluorescencia
(3-5% de la energia Abs)

Figura I. Vista esquematica de los diferentes procesos que ocurren en la interaccion de
la radiacion con los tejidos fosintéticos: reflectancia, fluorescencia, transferencia de
calor y energia fotoquimica propia de los procesos fotosintéticos (Vidaver et al., 1991).

Las técnicas de fluorescencia clorofilica (FC) se han desarrollado en la
actualidad, existiendo muchos libros de espectrofotometria generalizada y técnicas de
fluorescencia microscépica, aunque la mayoria de conocimiento Sse encuentra en
aplicaciones practicas y usos de la fluorescencia clorofilica en biologia de plantas
(Mohamed et al., 2003). La FC emana primeramente de C, en el PS-I1, empezando uno

de los caminos en el cual los cloroplastos de las plantas disipan energia luminica como
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exceso de la energia recibida para los procesos fotosintéticos, siendo este un mecanismo
de proteccién de los cloroplastos para prevenir dafios de oxidacion (Taiz and Zeiger,
1998). La Fluorescencia Clorofilica en estado estacionario y la tasa de fotosintesis estan
generalmente inversamente relacionados, tal que la FC es baja cuando la fotosintesis es
alta (Schreiber et al.,1994; Lichtenthaler and Rinderle,1988; Schreiber  and
Bilger,1987; Krause and weis,1984). Sin embargo, la FC puede decrecer cuando la
fotosintesis es baja debido a un mecanismo de proteccién consistente en un cierre de
fotosistemas denominado “quenching™. La deteccion remota de fluorescencia clorofilica
en vegetacion se centra en métodos basados en el calculo de indices dpticos, analisis

derivados y substraccion espectral (Zarco-Tejada et al., 2003).

Los primeros intentos de deteccion de fluorescencia en vegetacion fueron
llevados a cabo por McFarlane et al. (1980) usando la linea H-o. de Fraunhofer a
656 nm, y Carter et al. (1990) usando las lineas H-a y O»-B en medidas de hojas.
Muestras posteriores de los efectos de la fluorescencia en la reflectancia aparente fueron
realizadas por Gamon et al. (1997) aunque de modo no cuantitativo, continuando
posteriormente otros estudios de Pefiuelas et al. (1997), Pefiuelas et al. (1998), Gitelson
et al. (1999) y Gamon y Surfus (1999) mostrando relaciones indirectas de los efectos
de la sefial de fluorescencia en la reflectancia espectral a nivel de hoja. Con objeto de
cuantificar dichos efectos se desarrollé el primer modelo foliar que simulaba la emisién
de fluorescencia y sus efectos en la reflectancia y transmitancia aparentes (Zarco-Tejada
et al., 2000a; 2000b), denominado modelo de Fluorescencia-Reflectancia-Transmitancia
(FRT). Posteriormente, una serie de experimentos con Acer negundo ssp. en
condiciones de ambiente controlado para facilitar la induccién de fluorescencia
clorofilica en estado estacionario, demostraron que la variacion en la emision de
fluorescencia natural es observable en medidas de reflectancia en forma de un “doble-
pico” en la derivada de la reflectancia en la regién 690-730 nm (Zarco-Tejada et al.,
2002). Los métodos de espectroscopia diferencial y el andlisis derivativo de la
reflectancia demostraron que la sefial creada entre 688, 697, y 710 nm era funcion de la

emision de fluorescencia, la cual disminuia gradualmente con induccion de estrés.

En condiciones de iluminacién natural como las comentadas hasta ahora, la
fluorescencia clorofilica representa menos de un 3% de la radiacion reflejada en la parte

espectral del rojo e infrarrojo, entre 680 y 770 nm. Este efecto tan pequefio de la
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fluorescencia en la reflectancia aparente hace dificil su cuantificacion excepto en ciertas
longitudes de onda donde el espectro solar es atenuado, denominadas lineas de
Fraunhofer, siendo ésta una nueva linea de trabajo de gran interés. Moya. et al. (2004)
disefio un instrumento FIPAM (fluorometro de amplitud modulada) capaz de detectar
fluorescencia clorofilica a distancia. Demostré experimentalmente, utilizando la banda
A de absorcion del oxigeno a 760 nm, que se producia un fenomeno de rellenado
espectral (“in-filling”) debido al efecto de emision de la fluorescencia clorofilica en
bandas muy estrechas de absorcion del oxigeno atmosférico donde la radiacion solar es

practicamente nula.

La amplitud de dicho rellenado espectral en bandas del oxigeno a 688 nm (banda
0,-B) y 760 nm (banda O,-A) causan un incremento abrupto de la reflectancia,
permitiendo relacionarlo directamente con la emision de fluorescencia natural (Moya et
al., 2004; Zarco-Tejada et al., 2004). Sin embargo, las medidas espectrales de
reflectancia en la region del visible e infrarrojo tomadas en condiciones de luz natural
estdn afectadas por otras variables de tipo atmosférico y de geometria de vision,
denominados efectos de reflectancia bi-direccional (BRDF). Estos efectos bi-
direccionales sobre la reflectancia podrian llevar a una interpretacion equivocada del
efecto real que tiene la fluorescencia en la reflectancia medida sobre una copa a lo largo

de un dia 0 a lo largo de una serie temporal.

Con objeto de cuantificar dichos efectos se esta desarrollando en la actualidad el
modelo fisico FluorMODgui capaz de simular los efectos de la fluorescencia en la
reflectancia, basandose en la teoria de la transferencia radiativa. EI modelo de
fluorescencia y reflectancia FluorMODgui (Zarco-Tejada et al., 2004; Zarco-Tejada et
al., en prensa) es una integracion de dos modelos independientes basados en la
transferencia radiativa a nivel de hoja, FluorMODIeaf (Pedros et al., 2004), y a nivel de
cubierta, FluorSAIL (Verhoef, 2004). FluorMODgui permite simular los efectos de la
fluorescencia en la reflectancia a través del desarrollo e integracion del modelo a nivel
de hoja conectado con el de cubierta, simulando de forma tedrica los efectos de la
fluorescencia clorofilica en la reflectancia a nivel de cubierta. EI modelo a nivel de hoja,
FluorMODleaf, es una continuacion de trabajos previos consistentes en la simulacién de
la fluorescencia foliar, como por ejemplo los modelos SLOP (Stochastic model for Leaf
Optical Properties) (Maier et al.,, 1999; Maier, 2000), y FRT (Fluorescence-

14



Introduccién

Reflectance-Transmittance Model) (Zarco-Tejada et al., 2000a; 2000b) que permitieron
iniciar los estudios de la simulacion de los efectos de la fluorescencia en la reflectancia
foliar. EI modelo a nivel de cubierta, FluorSAIL es una adaptacion del modelo de
cubierta SAIL (Verhoef, 1998) que permite utilizar la fluorescencia simulada por
FluorMODleaf a nivel de hoja para modelar la fluorescencia que se obtendria a nivel de
cubierta a partir de variables de hoja y cubierta de constituyentes bioquimicos y

variables biofisicas.

En relacion a la transferencia de calor entre la vegetacion y el ambiente, hay que
mencionar la multitud de estudios en los que se ha contrastado el uso de la temperatura
de la vegetacién como indicador de estrés. Tanner en 1963 fue el primero en utilizar
sensores térmicos de infrarrojos para determinar la temperatura de las plantas. Tanner
observo que la temperatura era un indice cualitativo valorable para la determinacion de
diferentes regimenes hidricos de las plantas asi como para la estimacién de la
produccion en los cultivos. Posteriormente, Jackson et al. (1977) usé la temperatura de
la cubierta menos la temperatura del aire como un indice del estado hidrico de los
cultivos, relacionandolo con la productividad y los requerimientos de agua por parte de
las plantas. Ellos asumieron que factores ambientales como déficit de presion de vapor
(DPV), radiacion neta, velocidad del viento podria manifestarse en las diferencias de
temperatura, siendo esto, no restrictivo para algunos casos y altamente restrictivo para
otros. Jackson et al. (1981) demostr6 que el déficit de presién de vapor guarda una
relacion lineal con la diferencia de temperatura de la cubierta menos la del aire. Por su
parte, ldso et al. (1981) a partir de valores de temperatura obtuvieron indices de estrés
de tipo empirico como el CWSI “Crop-Water-Stress-Index” para incorporar las
variaciones en DPV. Idso en 1982 relaciond la diferencia de temperatura de cubierta
(Te) y aire (T,) con el déficit de presidn de vapor, viendo que un factor importante era la
variabilidad ambiental, sugiriendo que los valores de T.-T, mas altos pertenecian a las
plantas con mayor déficit hidrico, y los valores mas bajos a plantas bien regadas. Jones
en 1999 utilizé6 termdmetros de infrarrojos para la estimacion de conductancia
estomatica como estudio en el riego programado, ya que una consecuencia del cierre
estomatico cuando las plantas estdn sujetas a condiciones de estrés hidrico es la
disipacion de energia en forma de calor. Posteriormente, Jones et al. (2002) utiliz6 la
temperatura de cubierta para monitorizar la conductancia estomatica y estimar indices

de transpiracién de las plantas. El indice de evaporacion es solamente uno de los
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muchos componentes del balance de energia de la cubierta, ya que como se menciond
anteriormente, radiacion, velocidad del viento, temperatura del aire, humedad del aire

son necesarios para las estimaciones de indices de transpiracion.

En la Gltima década ha progresado la tecnologia de infrarrojos en el desarrollo de
sensores mas ligeros, con mejores angulos de visién (FOV) y con mayor informacién
espectral, siendo los sensores térmicos de infrarrojos (IRT) muy utilizados en la
actualidad para la estimacion de temperatura de superficie de la vegetacion. Esto supone
la posibilidad de monitorizar temperatura a diferentes escalas espaciales.

En la estimacién de temperatura a escalas globales podemos diferenciar entre
sensores aerotransportados como el Airborne Thematic Mapper (ATM), Digital
Airborne Imaging Spectrometer (DAIS), Airborne Hyperspectral Scanner (AHS) que
tienen bandas espectrales en la regién del térmico, y sensores en satélites como el
Landsat TM, Advanced Very High Resolution Radiometer (AVHRR) de NOAA,
Advanced Spaceborne Thermal Emission and Reflection Radiometer (ASTER) que
permiten la estimacion de la temperatura superficial a resoluciones espaciales de tipo

medio y global.

Los estudios conducentes a la estimacién de la temperatura de superficie con alta
resolucion espacial son escasos. Sobrino et al (2004) realizaron un analisis de calidad de
datos DAIS comparando datos de temperatura in situ. Para ello realiz6 una recalibracion
lineal de los canales térmicos del DAIS utilizando puntos de calibracion, obteniendo
desviaciones de 0.96° K cuando utilizaba el método del canal simple y 1.46° K con dos
canales. Uno de los inconvenientes en la utilizacion de estos sensores en la estimacion
de la temperatura son las correcciones atmosféricas, estimacion de la emisividad de la

superficie, variabilidad de superficies y otros parametros de tipo atmosfeérico.

Por todo lo dicho anteriormente, se requieren, por lo tanto, estudios que
desarrollen nuevos métodos de deteccion de estrés en vegetacion a partir de la medicion
remota correcta de la fluorescencia clorofilica natural, y de la temperatura. En
particular, en un estudio como el presente, se pretende utilizar métodos adecuados de
medicién de la temperatura y fluorescencia a nivel de copa de olivo que permitan

asociarse a su estado hidrico para su posterior ““scaling-up” a nivel de satélite. Esto se
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justifica dada la inexistencia de estudios acerca de la deteccidn de estrés hidrico con
sensores remotos en olivar y debido a la importancia que éste tiene como cultivo en

nuestra regién. Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Conocer el grado de variacion de la temperatura de copa de olivo como
indicador de estrés hidrico, utilizando para ello un ensayo de riego

deficitario controlado.

2. Estudiar si la fluorescencia clorofilica en estado estacionario, medida
con un fluorbmetro en condiciones de luz natural, puede ser un

indicador del estrés hidrico del olivo.

3. Demostrar si la emision de la fluorescencia clorofilica en condiciones
de luz natural a nivel de arbol es detectable con un espectrometro de

alta resolucion espectral.

4. Demostrar si los efectos observados de la fluorescencia en la sefal de
reflectancia a nivel de cubierta son consistentes con las bases fisicas en
que se fundamenta un modelo de transferencia radiativa a nivel de hoja

y de cubierta.
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2. Materiales y Métodos.

2.1. Localizacion del Experimento

El experimento tuvo lugar en una parcela de 4 ha. de superficie en la finca
Alameda del Obispo, perteneciente al Centro de Investigacion y Formacion Agraria
(C.ILF.A.) de Cordoba, situada a 37,5°N, 4,8°0, altitud 110 m., durante los meses de

Junio a Noviembre del afio 2004.

El clima de la zona es Mediterraneo, con precipitaciones medias anuales que
llegan a los 650 mm (Bonachela et al., 1999), que se concentran entre los meses que van
de otofio a primavera, con largos periodos de sequia estival. La evapotranspiracion de
referencia (ET,) media anual es de 1390 mm obtenida segun la ecuacion de Penman-

Monteith (Testi, 2003).

En cuanto a su edafologia, los suelos del area experimental se clasifican como
Typic Xerofluvents (Porta et al., 1999), correspondiente a un suelo de textura areno-
limosa de origen aluvial, con una capa de arenisca situada aproximadamente a 1,50 m
de profundidad. El suelo tiene un contenido de agua en el limite superior (LS) de

0,23 m’ m™ y en el limite inferior (LI) de 0,07 m® m™ (Testi, 2003).

2.2. Descripcion del Olivar

La variedad de olivo utilizada para el experimento es ‘Arbequino’, los arboles se
plantaron en 1997 con un marco de 3,5 m x 7,0 m (408 arboles ha™") y con orientacion
N-S. Debido al drenaje superficial de la parcela y su baja tasa de infiltracion, los olivos

estan plantados sobre caballones para evitar problemas de encharcamiento.

El sistema de mantenimiento del suelo es de no laboreo, con uso de herbicidas
para el control de malas hierbas. El sistema de riego empleado es por goteo, permitiendo
por lo tanto obtener varias dosis de riego dentro de una misma area experimental. La
Figura 1 muestra una imagen de la parcela tomada por el sensor aerotransportado
Compact Airborne Spectrographic Imager (CASI) en Julio de 2003, observandose la

subzona donde se realiz6 el experimento.
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Figura 1. Detalle de la imagen multiespectral tomada por el sensor CASI
sobre la parcela de estudio de olivar en Julio de 2003. Los rectangulos
delimitan la parcela (arriba) y la zona de estudio (abajo) donde se llevaron a
cabo los ensayos.
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2.3. Diseiio Experimental

El disefio experimental se enmarca dentro de otras lineas de trabajo actualmente
en marcha sobre estrés hidrico y riego deficitario controlado, financiadas por el
proyecto AGL03-01468. La instrumentacion de arboles con sensores y los métodos
experimentales presentados se enmarcan en los proyectos Estimacién de Variables
Biofisicas en Cultivos de Olivar y Vid mediante métodos de Teledeteccion
Hiperespectral para su Integracion en Agricultura de Precision (AGL2002-04407-C03-
03) y Nuevos Métodos de Deteccion de Estrés en Vegetacion Mediante Sensores
Remotos Hiperespectrales (PIF- 200440-F035). El experimento se realizd en 6 filas de
18 olivos, sumando una superficie de 2,646 m* (Figura 1). La superficie del estudio se
dividi6 aleatoriamente en tres dosis de riego con objeto de obtener distintos grados de

estrés hidrico. Las dosis empleadas fueron las siguientes:

e Dosis de Control (R): 2.8 mm/ dia desde el 14/06/2004 hasta el 19 de Octubre.

e Dosis de Estrés (S1): 0.7 mm/ dia desde el 14/06/2004 hasta el 19 de Octubre.

e Dosis Intermitente de Estrés (S2): 0.7 mm / dia desde el 14/06/2004 hasta el
5/07/2004, suspendiéndose el riego desde este dia hasta el 6/09/2004.

Posteriormente se reinicid el riego con la misma cantidad hasta el 19 de Octubre.

La Figura 2 muestra un esquema de tiempos para cada una de las dosis de riego
aplicadas. La distribucion de las dosis de riego en la zona experimental se puede
observar en la Figura 3, mostrando seis calles (8 a 13) con dieciocho olivos en cada una

(29 a 46).
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5 Jul 6Sept

Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre

»

Figura 2. Esquema de tiempos mostrando cada dosis aplicada en la zona de estudio.

Dosis R - Dosis S2
Dosis S1

Figura 3. Distribucion de las dosis aplicadas por bloques en la zona
experimental.
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Los arboles centrales de cada bloque correspondientes a cada tratamiento fueron
seleccionados para la realizacion de un seguimiento semanal del estado fisioldgico
foliar representativo de cada arbol. Se midié continuamente la Temperatura (T) de la
copa de diez arboles mediante sensores cenitales, realizando un seguimiento semanal
del grado de estrés hidrico mediante medidas de Potencial Hidrico de xilema (Wx) en 11
arboles, 4 por tratamiento para S1y S2, y 3 arboles del tratamiento R. De los 11 arboles
se escogieron dos por cada dosis de riego para la realizacion de medidas semanales de
Fluorescencia Clorofilica (FC), Conductancia Estomatica (C), Fotosintesis (P),
Temperatura de copa (T) y medidas de Espectrometria de copa (E). También como
medidas complementarias se midio la Temperatura bajo copa (Ty) y la Temperatura en
una calle de la zona de estudio (T.) con objeto de obtener informacion de la temperatura
de cada componente de la parcela, suelo iluminado y en sombra, de interés para otros
trabajos en marcha. El resumen de todas las medidas realizadas en cada &rbol

correspondiente a cada tratamiento puede observarse en la Figura 4.

13 12 11 10 9 8

46 T 2 O O D TP
45 > > I O ORI e
44 C;}I‘,F,P@E,Cﬁ;p 2 2 S
B |l A o > > O
0 |lco o o o>
41 T v qg OIS S "’FP@ >
40 {::}I‘,F,P E,@ 2w <>

39 @QQQ QQ
s |2 I3 O OB

37 @I’Fl{‘f) > <D WEP @ <>
36 TowfTr ) > 2 ow D
35 > oy 2 > T2
u | oMo o O O
33 @F{ETQ;C@ O 2 >
32 Oy > O COUE I S
31 > > LT > D

@ Arbol dosis R T : Temperatura
T.: Temperatura suelo-calle
Arbol dosis S1 The: Temperaturg bajo copa
F: Fluorescencia Clorofilica
y E: Medidas de Espectrometria
Arbol dosis S2

Y¥: Potencial Hidrico
P: Fotosintesis
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Figura 4. Esquema de la distribucion de medidas realizadas en la zona de estudio.
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2.4. Medidas Realizadas y Métodos de Calculo.

2.4.1. Potencial Hidrico.

El seguimiento del estado hidrico de los arboles se llevd a cabo mediante
medidas de potencial hidrico de xilema (W) realizadas a las 10:00 hora solar en dos
hojas por arbol, sombreadas y cercanas al tronco (Moriana et al., 2002). Las medidas se
realizaron mediante bomba de presion Scholander (Soilmoisture equipment Corp.,
PWSC Model 3000, EE.UU.) en once arboles con distinto grado de estrés segun las tres

dosis de riego.

2.4.2. Conductancia Estomatica.

El instrumento utilizado para las medidas de conductancia estomatica fue el
porémetro PMR-4 (PP Systems, Hitchin Herts, Gran Bretafia). En el estudio y la
medicion de la conductancia estomadtica es necesario tener en cuenta la complejidad de
la regulacién de la apertura estomatica, ya que los estomas responden a influencias
ambientales (luz, humedad, temperatura, CO;) y enddgenas (produccion y liberacion de
hormonas en raiz y hojas) (Azcon Bieto, 1999). La sensibilidad de los estomas a las
condiciones ambientales puede provocar, en las mediciones de campo especialmente,
importantes variaciones de conductancia en cortos intervalos de tiempo, dificultando la
obtencion de medidas precisas. Para minimizar estas variaciones y obtener lecturas
consistentes, es necesario realizar las mediciones de conductancia en condiciones
meteorologicas despejadas y secas (Clarke, 1996). Siguiendo dichas consideraciones,
las medidas de conductancia se realizaron en tres arboles, uno por cada grado de estrés,
etiquetando cinco hojas soleadas por arbol, de las cuales se hizo un seguimiento

semanal midiéndose cada hoja a cinco horas del dia (Benavente, 2002).

2.4.3. Fotosintesis.

El instrumento utilizado para las medidas de fotosintesis foliar fue el CIRAS-1
(PP Systems, Hitchin Herts, Gran Bretafia). Este es un sistema abierto de intercambio de
gases que dispone de cuatro analizadores simultaneos N.D.I.LR. Dos de ellos miden,

respectivamente, la concentracion de CO, y la humedad relativa del aire de referencia
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(aire que entra en la camara), y los otros dos miden dichas variables en el aire de
analisis (aire que sale de la camara). Dispone de dos bombas internas con medidores de
flujo con masas para mantener un flujo constante de aire a través del sistema, condicion
necesaria para poder realizar correctamente los calculos de los distintos parametros. El
analizador va alojado en la unidad principal del sistema, donde también se encuentran el
desecante de vapor de agua, el absorbente de CO, y un filtro de microparticulas. Una

pequena bombona recambiable aporta el CO, necesario.

La wunidad principal posee un teclado y una pantalla para controlar el
funcionamiento y puede conectarse a un ordenador portatil que permite monitorizar de
forma gréfica y en tiempo real la evolucion de todos los parametros durante la medida.
Esto es especialmente util a la hora de elaborar curvas de respuesta de la fotosintesis a
un parametro concreto (radiacioén fotosintéticamente activa, PAR, o CO,, por ejemplo).
Una vez registradas las medidas y finalizadas las mediciones, los datos quedan
almacenados en la unidad principal y son transferidos a un ordenador en un archivo que
puede ser abierto directamente desde una hoja de célculo. El método de medida fue
etiquetar dos hojas expuestas al sol por arbol, de las cuales se hizo un seguimiento

semanal, midiéndose a tres horas del dia (Jiménez Cifuentes, 1999).

2.4.4. Fluorescencia Clorofilica Foliar.

Las medidas de Fluorescencia Clorofilica se realizaron a nivel de hoja mediante
muestreo foliar en campo en condiciones de luz natural con el Pulse-Amplitude-
Modulate Fluorometer PAM-2100 (Heinz Walz GMBH, Effeltrich, Germany). La
Fluorescencia Clorofilica natural puede medirse mediante diferentes formas, existiendo
diversos instrumentos para tal efecto (ver Mohammed et al., 1995 para una revision
general de instrumentos de fluorescencia). El fluorometro PAM-2100 utilizado en este
experimento muestra un alto grado de flexibilidad para las medidas y analisis de
fluorescencia, siendo un instrumento de general aceptacion en el campo de la

investigacion de la fluorescencia clorofilica (Flexas et al., 2000).

El fluorémetro consta de una unidad principal (Figura 5), una fibra optica (Special

Fiberoptics 2010-F) y una pinza (Leaf-Clip Holder 2030-B). El PAM-2100 permite la
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realizacion de la medida de energia emitida por la hoja en el rango espectral
670-780 nm de longitud de onda mediante la fibra Optica, correspondiendo a la regién
espectral donde se emite la fluorescencia clorofilica natural por los Fotosistemas I (PS-

1) y I (PS-10).

Fibra Optica
(Special Fiberoptics
2010-F)
Pinza (Leaf-Clip
Holder 2030-B)

/ Unidad Principal
¥
:I"J e
ﬁ.;iiﬁq ke
S
Figura S. Instrumento PAM-2100 utilizado en este trabajo.

El instrumento PAM-2100 nos permite la realizacion de dos grandes grupos de
medidas de fluorescencia clorofilica: i) medidas de fluorescencia clorofilica en
condiciones de adaptacion a la oscuridad; y ii) medidas de fluorescencia clorofilica en

estado estacionario bajo condiciones naturales de iluminacion.

La fluorescencia clorofilica emitida por hojas adaptadas a la oscuridad fue descrita
por primera vez en los afos treinta por Kautsky y Hirsch (1934) (Figura 6),
demostrando que la fluorescencia clorofilica varia en funcidon del tiempo y de la
iluminacion a que se ven sometidos los fotosistemas. El instrumento PAM-2100 permite
la deteccion de dicha variacion de emision de fluorescencia, partiendo del momento en
que una hoja se encuentra en estado de adaptacion a la oscuridad, con emision de
fluorescencia nula, disparandose en el momento en que incide luz sobre ella. Este
crecimiento llega hasta un nivel inicial llamado F, (fluorescencia minima), aumentando
después de una forma menos acusada con respecto al tiempo hasta un nivel maximo de

fluorescencia (Fy,). Finalmente la emision de fluorescencia disminuye lentamente hasta
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el estado estacionario (T) de adaptacion a la luz después de haber pasado por un
segundo y mas leve méximo. Una serie de procesos fotosintéticos son los responsables
de estos cambios transitorios de la fluorescencia durante la transicion oscuridad-luz. En
la Figura 6 podemos observar a modo de ejemplo los cambios medidos por el
PAM-2100 de la fluorescencia con respecto el tiempo al hacer incidir luz sobre una hoja

adaptada a la oscuridad previamente.

FriFm=0.79
Fm =0.50
Fr =047
Fo =013

A =0.0023

Fluorgscencia {unidades relativas)

0 ] ] ] ]
0 05 0 10 20 30

Tiempo (minutos)

Figura 6. Efecto Kautsky, emision de fluorescencia desde una
hoja adaptada a la oscuridad (Krause y Weis, 1984).

El nivel F, refleja la pérdida de una parte de la energia absorbida por las
moléculas-antenas antes de que éstas hayan podido transferir la energia de excitacion
hacia los centros de reaccion (Krause y Weis, 1984). El sistema de fluorescencia
modulada PAM-2100 nos permite detectar fluorescencia clorofilica tanto en
condiciones de adaptacién a la oscuridad como en condiciones de iluminacién. La
muestra foliar en condiciones de iluminacion es colocada en la pinza (Leaf-Clip Holder
2030-B) del PAM-2100, encendiéndose una luz modulada de baja intensidad con una
frecuencia determinada. Esta luz modulada excita los pigmentos de la antena sin llegar a
excitar el centro de reaccion PSII, es decir, sin activar la fotoquimica generando una
fluorescencia basal o fluorescencia minima (F,) (Figura 7). Posteriormente se cierran
todos los centros de reaccion del PSII al aplicarse un pulso saturante de luz,
obteniéndose asi una fluorescencia maxima (F,,). Una vez que la fluorescencia llega a
su nivel basal, se enciende una luz actinica de intensidad regulable aplicandose a la

misma vez pulsos saturantes que nuevamente ocasionan el cierre de todos los centros de
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reaccion, obteniéndose la medida de la fluorescencia maxima en estado estacionario o
de adaptacion a la luz (F,,”). Bajo esta condicion de estado estacionario se generan tres
tipos de sefial que el equipo modulado del PAM-2100 es capaz de discriminar: i) luz
actinica reflejada por la hoja; ii) sefal de fluorescencia basal o no pulsada bajo luz
modulada; y iii) sefial de fluorescencia pulsada bajo luz saturante. La luz actinica induce
un cambio en la magnitud de la sefial de fluorescencia que se relaciona con los cambios
en la eficiencia del uso de la luz por el Fotosistema II. Esta sefial es la que el
fluorometro amplifica y mide. La sefial ambiental y la sefial basal o no pulsada son

descartadas.

dark adopted illuminated
. ¢ - ap = (F,—F)/(F,,~F)
5 sl Ay = 1=(Fr=F)/(F—Fo)
3 NPQ = (F,—Fo)/F,
PR
2 N R S ¥
- 3 ’» J
0] AF
g b F, S S ].{'__'_ ..
| _r °

—
by byl

optimal quantum yield: (Fm—Fo)/Fm =F/F_
effactive quantum yield: (F' —F)/F. = AF/F

Figura 7. Emision de fluorescencia en estado adaptado a la oscuridad
(izquierda) y en estado estacionario (derecha) (Krause y Weis, 1984).

En resumen, los valores obtenidos con el instrumento PAM-2100 utilizado en este

experimento para cada medida foliar son los siguientes:

F, Minima produccion de fluorescencia de muestras en estado de adaptacion a

la oscuridad.
Fm Maiaxima produccién de fluorescencia que se alcanza con un pulso de
saturacion de luz en condiciones de adaptacion a la oscuridad.

F,>  Minima produccion de fluorescencia de muestras en estado de iluminacion.
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Fn’ Maéxima produccion de fluorescencia que se alcanza con un pulso de
saturacion de luz cuando la muestra foliar es preiluminada. Fp,’ es
generalmente menor que F,.

F; Produccién de fluorescencia natural, determinado por el estado energético de
la planta en ese momento bajo condiciones de iluminacién.

Yield Produccion fotoquimica del fotosistema II (PSII). Este valor estd
notablemente influido por los valores del PAR y Temperatura de la hoja.

Fn'—Ft
Fn'

Yield =

[Eq 1]

PAR Radiacion fotosintéticamente activa, medida por un sensor en la superficie
de la hoja con el Leaf-Clip Holder 2030-B.
qP Cocficiente del quenching fotoquimico. Este coeficiente varia entre 0y 1.

B Fn'—Ft
Fn'—Fo'

Qp [Eq 2]

qN  Coeficiente del quenching no-fotoquimico. Este coeficiente varia entre 0 y 1.

Fm - Fn'
n= Eq3
A=Y [Eq 3]
ETR Ratio aparente de transporte de electrones.
ETR =Yield x PAR x 0,5 x 0,84 [Eq 4]

Por referencia para futuros trabajos, los pardmetros de medida con que se realizaron las

medidas foliares de fluorescencia con el PAM-2100 se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros empleados en la toma de datos con el PAM-2100.

Light Meas Act. Light Sat. Pulse Far Red *
1 Int: 9 2 Int: 9 3 Int: 8 4 Int: 6
5 600 Hz 6 s:0 7 0,1s:8 8 s:3
Gain 3 H LED Clk s:20 Run 1
Damping 5 9 Auto20K Pulse Seq. Kinetic Scr
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El interés principal de las medidas realizadas por el PAM-2100 en muestras
foliares de olivo reside en la produccién de fluorescencia natural en condiciones de
adaptacion a la luz (F). El valor de F; es el que permitira estudiar si la fluorescencia
natural emitida por la hoja se ve afectada por el grado de estrés hidrico, y
posteriormente si dicha fluorescencia naturalmente emitida en condiciones naturales de
luz puede detectarse mediante sensores remotos basados en técnicas de espectroscopia a

nivel de copa.

2.4.5. Temperatura de Copa.

Para la estimacion de la temperatura a nivel de copa se monitorizaron diez
arboles, colocandose de manera permanente sensores de infrarrojos IRTS-P (Apogee,
UT, USA) sobre las copas de olivos, midiendo la radiacion térmica en el rango espectral
6.5-14 um. Dichos sensores fueron colocados un metro por encima de la copa,
disefiando unos postes de seis metros de altura en los que, por medio de un brazo
metalico, se instalo cada sensor de forma permanente aproximadamente en el centro de

cada copa (Figura 8).

1,75 m

1m

»d
|

Figura 8. Colocacion y disefio de los sensores de temperatura IRTS-P sobre las copas.
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Los sensores de infrarrojo IRTS-P utilizados realizan una medida integrada de la
copa con un campo de vision de 52°, midiendo la temperatura radidmetrica, es decir, la
temperatura que tendria la muestra si fuese un cuerpo negro ideal. Las medidas de
temperatura radiométrica (L(Tsensor)) s€ utilizan junto con la emisividad del cuerpo (g) y
la radiaciéon descendente de la atmoésfera (Rum+ ) para estimar la temperatura real

(L(Tsuperficie)), aplicando la ecuacion de transferencia radiativa (Eq.1).

L(Tsensor) =& L(Tsuperﬁcie) + (1' 8) : Ratm‘l’ [1]

Donde L y R son radiancias [Wm™sr'um™] y las obtenemos de sustituir la

temperatura en la ley de Planck (Eq.2).

[2]

Donde C; = 2hc?=1.1911-10° Wum*m™?sr, C, = (he/k) = 1.43877%10*umK y el
valor de A utilizado es el de 11um, valor medio de longitud de onda de la banda en la

que trabaja en sensor IRTS-P.

Se realizaron una serie de experimentos en laboratorio para evaluar los sensores
IRTS-P, estudiando diferencias sistematicas entre los 12 sensores instalados
posteriormente en campo, asi como la precision obtenida por dichos sensores en
comparacion con termopares de superficie midiendo la temperatura del agua (Sepulcre,
2004). Los resultados del andlisis de laboratorio para el rango de temperaturas de 25° a
40° coincidid con el esperado por las caracteristicas de los IRTS-P (Apogee,
www.apogee-inst.com) de +0.4°C, no observadndose diferencias significativas entre

S€NSorces.

La emisividad de las copas de olivo del experimento se midi6 con un sensor
espectral CIMEL (CIMEL Electronique, Paris, Francia) en Julio de 2004, con objeto de
su utilizaciéon en la ecuacion de transferencia radiativa y realizacion de un célculo

correcto de la temperatura real de las copas a partir de la temperatura radiométrica.
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2.4.6. Espectrometria de Copa

Las medidas de espectrometria de copa tuvieron como objetivo la deteccion de

fluorescencia clorofilica mediante el método de rellenado espectral o in-filling en la

banda O,-A atmosférico.

En la region espectral del visible e infrarrojo cercano (400-800 nm) hay
absorcion por parte de constituyentes bioquimicos (clorofila a y b) produciéndose en tal
proceso la conocida emision por fluorescencia clorofila. Uno de los métodos de
deteccion espectroscopica de la fluorescencia clorofilica emitida se basa en utilizar
lineas de Fraunhofer o bandas de absorcion de constituyentes atmosféricos (ver Figura
9a). En dichas bandas la transmision atmosférica es casi nula debido a la alta absorcion
de componentes atmosféricos, siendo una de éstas la producida por el oxigeno
atmosférico a 687 nm y 760.5 nm (ver figura 9b). Dada la poca energia existente en
dichas bandas, cualquier emisiéon encontrada en las mismas puede asociarse
potencialmente a la emision por fluorescencia clorofilica. Este proceso es el
denominado rellenado espectral o in-filling, existiendo diversas bandas de estas

caracteristicas a lo largo del espectro electromagnético.

T _
uw I,’A1 ~- Vegetation Reflectance Covered spectral range
D:“_]'\ / 11 - Fluorescence emission, F
5; { ——— Chla Absorption
\K LL ——— Chl b Absorption
01
-
T _l cmll--. _ Chi \ Chi. Cil
a0y 530 Y R I
Chiorphyll fluorescence | 1 | R R ;! _,.f i
maxima \ i - I VAR
?‘:.‘.L_,,____h_._."_fv.'-_'-j_:::'f '_'7_‘_#,...';—;5‘:__-_;,-_{.,:74:-;“,,{“ - \\. = )
e eyt :
420 440 480 48] 500 H0|540 560 580 600 620 40 f60| dad | foo| neq| rac Ao (Fhe spo WL (nm)
FL: Fraunhofer fine
L UL LA FL Wis L REP  FL Vis
REP: Red Edge based Vis 6 518 656 675 687 675-780 760.5 780

Figura 9a. Rango espectral y longitudes de onda de interés para la deteccion de fluorescencia. Las lineas
azules representan las lineas de Fraunhofer para la deteccion de la fluorescencia, mientras que las lineas
rojas representan los picos de la emision de la fluorescencia clorofilica. El recuadro azul de la derecha nos
muestra la region espectral de interés en la deteccion de la fluorescencia mediante las técnicas de
espectroscopia planteadas en este estudio (Meroni et al., 2004).
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Figura 9b. Vista esquematica del principio de las lineas de Fraunhofer, mostrando las bandas
0,-B y 0,-A en la irradiancia solar espectral (arriba), asi como el efecto esquematico de la
emision de fluorescencia en la radiancia (abajo).

El método espectroscopico empleado en la deteccion de la fluorescencia
clorofilica sera utilizar la banda O,-A de absorcioén del oxigeno a 760 nm (linea de
Fraunhofer), estudiando el fendmeno del rellenado espectral debido al efecto de emision
de la fluorescencia clorofilica en bandas muy estrechas de absorcion del oxigeno
atmosférico donde la radiacion solar incidente, irradiancia, es practicamente nula,
produciendo la emision de la fluorescencia un rellenado espectral en la sefial de la

reflectancia (ver Figura 9c).
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Figura 9c. Irradiancia y radiancia (izquierda), mostrando el rellenado espectral
6 in-filling en la sefial de reflectancia (derecha).

Para determinar la amplitud del rellenado espectral o in-filling en la sefal de
reflectancia se utilizara la diferencia entre las bandas R760.59 y R759.5, es decir,
calculando la amplitud del pico mediante una banda dentro de la absorcion del O,-B
(760.59 nm) y otra fuera de dicha banda de absorcion del oxigeno atmosférico (759.5

nm).

Las medidas de espectrometria a nivel de copa se realizaron en tres arboles con
distintas dosis de riego (R, S1 y S2). Para ello se construyo6 un poste de similar disefio a
los utilizados para la monitorizacién de temperatura, con la diferencia de que las
medidas deberian ser puntuales y no de cardcter permanente como las de temperatura,
requiriéndose por lo tanto la movilidad del poste a lo largo de la calle de olivos durante
la toma de datos. La verticalidad en la toma de datos requerida para las medidas
espectrales de irradiancia solar y radiancia de la copa se aseguré mediante la instalacion

de un nivelador colocado en el poste (Figura 10).

El instrumento utilizado para las medidas de espectrometria fue el
espectrometro HR-2000 (Ocean Optics, Florida, EEUU) de 2048 canales y 0,065 nm de
ancho de banda full-width half-maximum (FWHM) en el rango 680-770 nm, conectado
a fibra optica de 600 um de seccion, 26° FOV y 10 m de longitud para la realizacion de
la toma de medidas de radiancia de la copa de los arboles y de irradiancia solar. Para las
medidas de irradiancia se utilizé un corrector coseno CC-3 VIS-NIR (Ocean Optics,

Florida, EEUU), realizando las medidas de radiancia con fibra desnuda, utilizando una
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cabeza regulable en el extremo del brazo del poste. El espectrometro se conectd a
ordenador mediante puerto USB, almacenando los datos espectrales mediante el

programa 00IBase32 (Ocean Optics, Florida, EEUU).

Corrector Coseno
1,75 m (irradiancia)

(radiancia)
A

é Fibra desnuda

»d
»

_—v

Fibra Optica

Espectrometro

y ordenador
= B
5 WS

Figura 10. Colocacion y disefio de la fibra dptica y sensores
espectrales HR-2000 sobre la copa del arbol.

Debido a la sensibilidad del espectrometro a las variaciones de temperatura
ambiente, afectando los niveles de corriente oscura en funcién de la temperatura
exterior, se utilizd un contenedor de temperatura estable PT-100 (Magapor, Zaragoza,
Espafia) programable a una temperatura constante de 24° C y alimentado por bateria. En
la calibracion de las medidas de radiancia e irradiancia se emple6 un panel Spectralon
(Labsphere, North Sutton, EEUU) y una fuente luminosa estabilizada LS-1 (Ocean
Optics, Florida, EEUU), realizando la calibracién espectral de longitudes de onda
mediante la fuente luminosa de emision de lineas de mercurio-argon HG-1 (Ocean

Optics, Florida, EEUU).

Las medidas de espesor Optico para caracterizacion atmosférica se realizaron
mediante fotdmetro solar Microtops II (Solar Light, Philadelphia, EEUU) midiendo a
440, 500, 675, 870 y 936 nm para el calculo del espesor optico a 550 nm. El fotdmetro
solar se conectd a un GPS modelo GPS-12 (Garmin, Kansas, EEUU) para medicion
simultanea de localizacion geografica, altura, y posicion del sol en funcion de la hora de

las medidas de espesor optico.
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Las medidas de espectrometria se realizaron a la misma hora en dos arboles
correspondientes a los tratamientos extremos R y S1, mientras que la serie de medidas
diurnas se llevaron a cabo en 3 arboles correspondientes a los tratamientos R, S1 y S2.
En la toma de datos de espectrometria se tomaron simultineamente medidas de
fluorescencia clorofilica a nivel de hoja con el PAM-2100 con objeto de conocer las
variaciones de fluorescencia natural emitida por arboles de distinto tratamiento R, S1y
S2, asi como las variaciones de fluorescencia emitida a lo largo del dia durante la

realizacion de las medidas de espectrometria de copa.

2.4.7. Simulacion de los Efectos de la Fluorescencia en la Reflectancia

La hipotesis de partida de este experimento consiste en que la reflectancia
medida sobre las copas de los arboles esta potencialmente afectada por la fluorescencia
naturalmente emitida, siendo uno de los objetivos el estudio de la viabilidad de la
deteccion de dicha fluorescencia natural a partir de la reflectancia de copa. Sin embargo,
las medidas espectrales de reflectancia en la region del visible e infrarrojo tomadas en
condiciones de luz natural estan afectadas por otras variables de tipo atmosférico y de
geometria de vision, denominados efectos de reflectancia bi-direccional (BRDF). Estos
efectos bi-direccionales sobre la reflectancia podrian llevar a una equivocada
interpretacion del efecto real que tiene la fluorescencia en la reflectancia medida sobre
una copa a lo largo de un dia o a lo largo de una serie temporal. Se pretende en esta
seccion, por lo tanto, no limitarnos a la experimentacion y analisis de medidas
espectrales tomadas sobre las copas, analizando el efecto potencial de la fluorescencia
en la reflectancia. Se pretende estudiar, mediante un modelo fisico actualmente en
desarrollo, si los efectos de la fluorescencia sobre la reflectancia que se observan en este
experimento se corresponden de forma consistente con dichos efectos simulados por un

modelo fisico basado en la teoria de la transferencia radiativa.

Para tal objetivo se utilizd el modelo que actualmente estd en desarrollo en el
marco del proyecto financiado por la Agencia Espacial Europea (ESA) desde el afio
2002 titulado Development of a Vegetation Fluorescente Canopy Model (FluorMOD)
(Miller et al, 2003; Miller, 2004). El modelo de fluorescencia y reflectancia
FluorMODgui (Zarco-Tejada et al., 2004; Zarco-Tejada et al., en prensa) es una
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integracion de dos modelos independientes basados en la transferencia radiativa a nivel
de hoja, FluorMODIleaf (Pedros et al., 2004), y a nivel de cubierta, FluorSAIL (Verhoef,
2004). FluorMODgui permite simular los efectos de la fluorescencia en la reflectancia a
través del desarrollo e integracion del modelo a nivel de hoja conectado con el de
cubierta, simulando de forma teodrica los efectos de la fluorescencia clorofilica en la
reflectancia a nivel de cubierta. El modelo a nivel de hoja, FluorMODIleaf, es una
continuacion de trabajos previos consistentes en la simulacion de la fluorescencia foliar,
como por ejemplo los modelos SLOP (Stochastic model for Leaf Optical Properties)
(Maier et al., 1999; Maier, 2000), y FRT (Fluorescence-Reflectance-Transmittance
Model) (Zarco-Tejada et al., 2000a; 2000b) que permitieron iniciar los estudios de la
simulacion de los efectos de la fluorescencia en la reflectancia foliar. EI modelo a nivel
de cubierta, FluorSAIL es una adaptacion del modelo de cubierta SAIL (Verhoef, 1998)
que permite utilizar la fluorescencia simulada por FluorMODleaf a nivel de hoja para
modelar la fluorescencia que se obtendria a nivel de cubierta a partir de variables de

hoja y cubierta de constituyentes bioquimicos y variables biofisicas (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros de entrada del modelo FluorMODgui.

FluorMODIleaf FluorSAIL
N Parametro Estructural Foliar | p Reflectancia foliar
Cap Contenido de clorofila a+b T Transmitancia foliar
Cw Contenido de agua en hoja Matrices F | Matrices espectrales de
excitacion de la Fluorescencia
Cn Contenido de materia seca
PAR Radiacion Fotosintéticamente
Fi Eficiencia de la fluorescencia Activa
T Temperatura IAF Indice de Area Foliar
S Tipo de especie

El modelo FluorMODgui permite, por lo tanto, simular la reflectancia de cubierta con y
sin el efecto de la fluorescencia, asi como para distintas geometrias solares, lo que nos

permitird comprobar si las medidas de reflectancia de las copas de olivo en regiones
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espectrales afectadas por la fluorescencia son consistentes con las simulaciones
realizadas por el modelo. La Figura 11 muestra la simulacion de la fluorescencia
emitida a nivel foliar para contenidos de clorofila entre 20 pg/cm® y 60 pg/cm® para
valores de temperatura de entre 10 y 30° C, observandose como tanto la forma de la
curva de emision de la fluorescencia como su amplitud cambian en funciéon de ambas
variables foliares. La Figura 12 muestra la simulacion de la reflectancia a nivel de
cubierta para valores de Cy, entre 20 y 70 pg/cm’ y temperatura entre 10 y 30° C,
observandose las mayores diferencias del efecto de la fluorescencia en la reflectancia en
la region espectral del borde rojo, entre 690 y 760 nm, asi como la emision o rellenado
espectral en la banda O-A a 760 nm. A modo de ejemplo, la Figura 13 muestra una
simulacion diurna de la reflectancia de la cubierta para angulos cenitales solares entre
10° y 70° mediante el modelo FluorMODgui para la irradiancia solar, irradiancia total,
radiancia sin efectos de la fluorescencia, radiancia de la fluorescencia, radiancia total,
reflectancia sin el efecto de la fluorescencia, y reflectancia con el efecto de la

fluorescencia.

37



Materiales vy Métodos

Fluorescencia (u.a)

Fluorescencia (u.a)

Reflectancia

0.008 0006 0006 0,006
0.005 + 1 0005 < noos 4 + 0.005
=
0.004 4 1 0004 0004 4 1 0004
Q
0.003 + T 0003 £ 0003 + + 0.003
Q
0.002 + + 0002 G oooz + + 0002
$—

o
0.001 + +0001 S oo + + 0.0m
[

0.000 0000 0000 0,000
G40 aa0 E40 aa0
W avelength [hm) W avelength [nm)

(a) (b)

0.0 00s 008 0.0
~
<
006 + +oos 2oos 4 + 006
.8
Q
004 + {004 §oos+ 1004
2
o
0oz + 1002 S 0024 + 002
3
0.00 000 000 0.00
G40 350 G40 350
Wavelength [nm] W avelength [rnim]

(©) (d)

Figura 11. Ejemplo de simulacion de la fluorescencia emitida a nivel foliar para
Cap=20pg/cm’ (a, ¢) y Cp=60 pg/cm’ (b, d) para valores de temperatura de T*=30°
C (a,b) y T*=10° C (c,d) mediante el modelo FluorMODgui.
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Figura 12. Ejemplo de simulacion de la reflectancia de cubierta para valores de C,,
entre 20 y 70 pg/cm2 y T*=30° C (izquierda) y T*=10° C (derecha) mediante el

modelo FluorMODgui.
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Figura 13. Ejemplo de simulaciéon diurna de la reflectancia de la cubierta para
angulos cenitales solares entre 10° y 70° realizada mediante el modelo
FluorMODgui para la irradiancia solar (a); irradiancia del cielo (b); irradiancia total
(c); radiancia sin fluorescencia (d); radiancia de la fluorescencia (e); radiancia total
(f); reflectancia sin fluorescencia (g), y reflectancia con fluorescencia (h).
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3. Resultados.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de las medidas de potencial
hidrico, conductancia estomatica, fotosintesis, fluorescencia clorofilica, temperatura y

espectroscopia realizados en arboles con distintos tratamiento de riego.

3.1. Potencial Hidrico

El potencial hidrico de xilema medido semanalmente en once arboles, cuatro por
cada dosis de tratamiento S1y S2, y tres de la dosis de tratamiento R (ver Figura 4 con
el esquema de distribucion de medidas) se vio afectado durante el periodo experimental
debido a los efectos del estrés hidrico causado por los distintos tratamientos de riego.
Los valores de W, medidos oscilaron entre -0,6 y -3,3 MPa, siendo los valores mas
negativos los correspondientes a los arboles de mayor estrés (tratamiento S1y S2) y los
menos negativos al tratamiento de control R de menor estres. La Figura 14 muestra el
seguimiento individualizado por arbol de las medidas de potencial hidrico en los once
arboles medidos (Figura 14a) asi como el potencial hidrico medio para cada tratamiento
de riego (Figura 14b). Las graficas muestran diferencias en el comportamiento de cada
curva de tratamiento de riego, observandose que las mayores variaciones de potencial
corresponden al tratamiento de mayor estrés (S1), llegando hasta diferencias de mas de
-2 MPa entre el tratamiento de mayor estrés (S1) y el tratamiento de control (R). Esta
diferencia nos da una idea del grado de estrés hidrico de los tratamientos con riego
deficitario ya que se compara con una dosis de control (R), en la que no se aprecia una
variacion notable a lo largo del experimento, manteniéndose sobre los -1 MPa durante
todo el experimento. Las mayores diferencias de potencial se observan alrededor del 1
de Octubre, fecha anterior a las primeras lluvias, comprobandose la practica
recuperacion alcanzada por los arboles de los 3 tratamientos en las Ultimas medidas

realizadas en Noviembre.

40



Resultados

a) b)
0 0

-0.5 1

< 11

o

2

S 1.5 1

Q

S

T 2

<

e 2.5 4

)

o

o -3

—&—44-R(R) —a—36-122 —a— tratamiento R
-3.5 {—a—37-2(R) —=—40-12(S2) -35 1 —m— tratamiento S2
—8—41-12 (S2) —8—36-9 (S2) —e— tratamiento S1
4 —8—37-9(S2) 4
1-7 1-8 1-9 1-10 1-11 1-7 1-8 1-9 1-10 1-11
Fecha Fecha

Figura 14. Potencial hidrico por arbol (izquierda) y media por tratamiento de riego (derecha).

A medida que aumento el deficit de agua en el suelo como consecuencia de la
aplicacion del riego deficitario y la mayor extraccion debida a la alta demanda
evaporativa, el potencial hidrico disminuy6 en S1 hasta llegar a un minimo de -3 MPa a
principios de Octubre (ver figura 14b). Este efecto no se dio de igual forma en el
tratamiento de estrés S2, tratamiento de riego intermitente, para principios de octubre ya
que la reanudacion del riego a principios de septiembre (6/09/2004) provoco que el
potencial medio de S2 oscilara entre -1.5 MPa entre este periodo (manteniéndose
parcialmente constante su potencial medio durante el mes de septiembre). La aportacion
del riego en el tratamiento S2 redujo notablemente el grado de estrés con respecto al
tratamiento de mayor grado de estrés S1, siendo las lluvias otofiales a principios de
Octubre el factor determinante en la convergencia o recuperacion de los potenciales
hidricos correspondientes a los arboles de los tres tratamientos R, S1 'y S2 (ver figura
14b).

3.2. Conductancia Estomatica.

Las medidas de conductancia estomatica realizadas en un arbol por cada
tratamiento de riego capturaron el efecto causado por el estrés, observando que los
tratamientos de mayor estrés S1 y S2 dieron valores menores de conductancia a lo largo
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del dia, tal y como se esperaba. En la Figura 15 podemos observar, a modo de ejemplo,
la evolucidn diurna del comportamiento estomatico en tres arboles con distintos grados
de estrés para el dia 5 de Agosto, fecha en que el potencial hidrico medido en dichos
arboles fue de -2.2 MPa (S1), -1.1 MPa (S2), y -0.9 MPa (R).

Las medidas diurnas de conductancia muestran que se produce un maximo sobre
las 8:30 hora solar, produciéndose a partir de este momento un decrecimiento. A lo
largo del experimento, conforme el grado de estrés hidrico aumentaba, la variacion
diurna de conductancia estomatica decrecia a las 3 horas del dia en que se realizaron las
medidas (Figura 16), observandose en cualquier caso una tasa de conductancia muy
inferior en arboles con tratamiento S1. La serie temporal para todo el experimento de las
medidas de conductancia estomatica realizadas en cada arbol con distinto grado de
estrés a dos horas del dia 8:00 y 11:00 Hora Solar (Figura 17) muestran de forma
consistente durante todo el experimento un gradiente de conductancia funcién del grado
de estrés hidrico, observandose una recuperacion bastante avanzada al finalizar el
experimento ademas de una tendencia a aumentar a medida que avanza el otofio en los

tres tratamientos.
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w
o
o

—e— arbol 33-12 (S1)
100 1 —=— arbol 40-12 (S2)
—A— arbol 44-12 (R)

Conductancia estomatica

7:30 8:30 10:30 11:30

Hora Solar

Figura 15. Estudio diurno de conductancia estomatica
en tres arboles con distinto grado de estrés para el dia 5
de Agosto (arbol 33-12, 40-12, 44-12; tratamientos S1,
S2 y R respectivamente).
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Figura 16. Estudio diurno para los arboles correspondientes a los tratamientos R, S2, S1 a
diferentes dias de medida.
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Figura 17. Evolucion de la conductancia estomatica en tres arboles de distinto grado de estrés (R,
S1, S2) a diferentes dias de medidas a las 8:00 Hora Solar (izquierda) y 11:00 Hora Solar
(derecha).

3.3. Fotosintesis

Las medidas de fotosintesis realizadas en dos arboles por tratamiento de riego
(R, S1, S2) mostraron el efecto del estrés hidrico en la tasa fotosintética. La tasa de
fotosintesis varia a lo largo del dia, como otros procesos metabdlicos, en proporcion
directa a las condiciones ambientales (temperatura, radiacion fotosintéticamente activa
PAR, DPV). Aungue este efecto no es sostenido debido a que el arbol alcanza un limite,
la fotosintesis cesa y empieza a decrecer. Las medidas de fotosintesis tomadas a tres

horas del dia (6:30, 7:30 y 10:00 Hora Solar) para un dia en que dichos arboles tenian
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un potencial hidrico de -0.925, -1.7 y -2.025 MPa para los tratamientos R, S2 y S1
respectivamente (18 de Agosto) muestran claramente (Figura 18) una reduccion de la
tasa fotosintética a las 10:00 Hora Solar en el arbol S1 de mayor estrés hidrico,
mostrando de forma consistente para todo el experimento la mayor diferencia de la tasa

fotosintética entre tratamientos de estrés a las 10:00 hora solar (Figura 19).
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Figura 18. Media por tratamiento de la tasa de fotosintesis para los
tres tratamientos de riego el dia 18 de Agosto, con ¥x=-0.925 MPa
(R), -1.7 MPa (S2), y -2.025 MPa (S1). PAR(6:30)=0.2 pmol ms’
! PAR(7:30)=150 pmol m%s™; PAR(10:00)=1300 umol m?s*

12 12
10 1

[y
o
L

Fotosintesis Neta
(micromol/m2 s)

1 —4&—R-—8—S2 —e—S1 1 —a4—R-—8—S2 —e—S1

o N M O
L

o N M O
L

15-7 30-7 14-8 29-8 13-9 15-7 30-7 14-8 29-8 13-9
Fecha Fecha

Figura 19. Media por tratamiento de la fotosintesis durante el experimento a dos
horas de medida (7:00 hora solar, izquierda; 10:00 hora solar, derecha).

Las Figuras 18 y 19 muestran que la mayor tasa de fotosintesis se produce en los
arboles del tratamiento R, como era de esperar, produciéndose un decrecimiento sobre
las 7:30 hora solar en los arboles pertenecientes al tratamiento S1 (tratamiento de mayor
grado de estrés). La evolucion de la fotosintesis a las 7:30 y 10.00 hora solar para la
serie de medidas realizadas durante el experimento muestra de forma consistente una
tasa fotosintética R>S2>S1, observandose que a las 10:00 hora solar se producen las
mayores diferencias en la fotosintesis de los tres tratamientos empleados para el

experimento.
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3.4. Fluorescencia Clorofilica

Las medidas de fluorescencia se realizaron a diferentes horas del dia en tres
arboles con distinto tratamiento de riego (R/44-12, S1/33-12, S2/40-12), asi como
mediante la media de dos arboles por tratamiento de las dosis de riego mas extremas (R
y S1). Las variaciones diurnas de Ft y Yield en dos dias para arboles de cada tratamiento
(Figura 20) muestran de forma consistente una menor tasa de emision de fluorescencia
natural (Ft) en arboles S1 que en R y S2, produciéndose las mayores diferencias
alrededor de las 10:00 hora solar, equivalente a las mayores diferencias de tasa
fotosintética obtenidas a esa hora. Ft se hace méaxima entre las 7:30 y 8:30 hora solar,
decreciendo posteriormente, observandose que el mayor grado de estrés corresponde

con la menor emision de fluorescencia clorofilica.

El Yield, indicador de la produccion fotoquimica del Fotosistema 11, influido por
los valores de PAR y temperatura de hoja, disminuye a lo largo de la mafana
produciéndose a partir de las 8:00 hora solar una divergencia de las curvas
pertenecientes a los distintos tratamientos, observandose menores valores de Yield para
tratamientos con mayor grado de estrés. La evolucion temporal para todo el
experimento de Ft en las horas en que se han observado mayores diferencias en funcion
del tratamiento (8:00 y 10:30 hora solar) para un arbol por cada tratamiento, asi como
para las medias de los tratamientos mas extremos R y S1 (Figura 21) muestran que de
forma consistente los valores de Ft son menores en arboles con mayor grado de estrés
(S1).
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Figura 20. Estudios diurnos de Ft y Yield en distintos arboles de tratamiento para el 5 de Agosto
(izquierda), y 26 de Agosto (derecha).
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Figura 21. Serie temporal de Ft a dos horas de medida 8:00 (izquierda) y 10:30 Hora Solar (derecha) para
tres arboles de cada tratamiento R, S1y S2 (arriba) y las medias para los tratamientos R y S1 (abajo).
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La relacion existente entre la fluorescencia clorofilica y el potencial hidrico se
estudio con objeto de conocer si Ft (medida a las 10:00 hora solar) podria ser un
indicador del grado de estrés hidrico, uno de los objetivos de este trabajo. Para todos los
dias del experimento en que coincidieron medidas de fluorescencia y potencial hidrico
se estudio su relacion a nivel de arbol para dias individuales (Figura 22a) y para el

conjunto de dias de medida (Figura 22b), observandose generalmente una correlacion

alta.
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Figura 22a. Relaciones obtenidas entre Ft y potencial hidrico en distintas fechas
del experimento a nivel de arbol.
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Figura 22b. Relaciones obtenidas entre Ft y potencial hidrico para
un conjunto de fechas del experimento a nivel de arbol (21Julio, 4
Agosto, 25 Agosto, 1 Septiembre).
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3.5. Temperatura de Copa.

El calculo de la temperatura de copa requirid previamente la estimacion de la
emisividad de los arboles mediante sensor CIMEL a distintas longitudes de onda. Los
valores de emisividad de las copas fueron entre 0.98 y 0.99 (Figura 23), mostrando en la
Tabla 3 los datos de la emisividad para diferentes longitudes de onda. Como se puede
observar en la Figura 23, la emisividad correspondiente al arbol 37-9 fluctda entre valores
mas bajos de lo normal, pudiendo estar relacionado con efectos del indice de area foliar
menor y la consiguiente mezcla de emisividades de sombra y suelo vistos desde el sensor
CIMEL utilizado.
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Figura 23. Emisividad medida en cada arbol del experimento a distintas
longitudes de onda.
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Tabla 3. Medidas de emisividad de cada arbol para diferentes longitudes de onda.

22 DE JULIO Longitudes de onda
HORA OLIVO 11,29 10,57 9,15 8,69 8,44 Ts (K)
10:47:29 9-36 media 0,991 0,990 0,989 0,990 0,983 307,557
desv est 0,006 0,001 0,003 0,005 0,000 0,236
10:53:18 9-37 media 0,954 0,949 0,973 0,963 0,942 307,247
desv est 0,027 0,030 0,034 0,036 0,051 2,236
11:01:07 9-40 media 0,990 0,989 0,988 0,989 0,985 306,200
desv est 0,004 0,005 0,005 0,004 0,004 0,620
11:07:19 9-41 media 0,991 0,993 0,992 0,993 0,983 304,920
desv est 0,005 0,006 0,010 0,005 0,000 0,286
11:14:54 12-32 media 0,979 0,982 0,985 0,982 0,964 302,137
desv est 0,012 0,019 0,020 0,021 0,041 0,816
11:20:47 12-33 media 0,981 0,977 0,977 0,972 0,970 301,923
desv est 0,010 0,017 0,017 0,020 0,028 0,768
11:30:06 12-36 media 0,991 0,992 0,990 0,986 0,983 301,300
desv est 0,005 0,006 0,001 0,003 0,000 0,079
11:35:28 12-37 media 0,986 0,985 0,983 0,977 0,967 303,360
desv est 0,015 0,017 0,020 0,024 0,027 0,805
11:46:50 12-40 media 0,987 0,985 0,986 0,987 0,983 302,173
desv est 0,001 0,001 0,003 0,002 0,000 0,270
11:52:24 12-41 media 0,988 0,988 0,988 0,988 0,983 302,720
desv est 0,002 0,004 0,001 0,002 0,000 0,197
12:16:28 12-44 media 0,989 0,989 0,988 0,989 0,985 302,327
desv est 0,002 0,003 0,005 0,003 0,003 0,156
12:20:06 12-45 media 0,995 0,993 0,996 0,985 0,989 302,217
desv est 0,003 0,002 0,002 0,004 0,005 0,462

En el estudio de la temperatura de las copas se utilizaron los datos de diez arboles,

tres por tratamiento R y S1, y cuatro del tratamiento S2, en los que fueron colocados los

sensores Apogee IRTS-P. En las Figuras 24 y 25 se muestra la temperatura de copa de los

diez arboles para dos dias extremos seleccionados del experimento, el dia 23 de Septiembre

(Figura 24) en que se midieron unos potenciales hidricos medios de -1.1 MPa (R), -1.7 MPa

(S2),y -2.73 MPa (S1) y el 1 de Noviembre, periodo de recuperacion correspondiente a los

dias posteriores a las lluvias otofiales en el que se igualaron los potenciales hidricos,

obteniendose 0.92 MPa (R), 0.86 MPa (S2), y 0.95 MPa (S1) (Figura 25).
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Figura 25. Temperatura de los diez arboles (arriba izqu

ierda) y ampliado (abajo izquierda); temperatura

media por tratamiento (arriba derecha) y ampliado (abajo derecha) para el 1 de Noviembre (Periodo de

recuperacion de estrés).
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En las distintas graficas de la Figura 24 observamos que los mayores
incrementos (periodo de maximo estrés) de temperatura de copa se produjeron a partir
de las 13:00 Hora Solar (Figura 24 arriba izquierda), viéndose en la Figura 24 (abajo
izquierda) que las mayores diferencias (4.13 °C) de temperatura de copa a nivel de arbol
entre los distintos tratamientos se centraron en los intervalos de tiempo de las 13:00
hasta las 15:00 hora solar. Para una mayor lectura observamos las graficas de la derecha
de la Figura 24 que representan las temperaturas medias de copa por tratamiento, en
ellas se produjeron diferencias térmicas entre los tratamientos extremos R y S1 (T®
media(S1)-T? media(R)) de hasta 3.08 °C a las 13:30 hora solar. Durante el periodo de
recuperacion (ver graficas de la Figura 25) las diferencias entre arboles se redujeron
teniendo un maximo de 1.5° C, mientras que las maximas diferencias de temperatura

media entre tratamientos se redujeron hasta 0.4° C.

La evolucién durante el experimento de las diferencias de temperatura media
entre tratamientos (Figura 26) muestra que las diferencias maximas de temperatura entre
tratamientos se obtuvieron a principios de Octubre, fecha en la que, de forma
consistente, se obtuvieron las mayores diferencias de potencial hidrico, observandose la

recuperacion posterior.

En la Figura 27 se muestra la distribucion de puntos que representan la media de
temperatura de copa menos la temperatura de aire (Tc-Ta) por tratamiento obtenido para
todos los dias del experimento. En ellas se puede observar cémo la amplitud de
temperaturas alcanzadas es mayor en los tratamientos de estrés S1 y S2 que en el
tratamiento de control R. La relacion existente para cada dia durante toda la campafa
entre temperatura de copa Tc (°C) y potencial hidrico (MPa), y entre temperatura de

copa menos temperatura del aire (Tc-Ta) y potencial hidrico se muestran en Figura 28.

En dicha Figura 28 se han comparado las medidas de ¥, tomadas a las 10:00
hora solar, con Tc y Tc-Ta calculadas a la misma hora (Figura 28a) y a las 14:00 hora
solar (Figura 28b), hora de maximas diferencias de temperatura entre arboles y de
Tc-Ta. Esta comparacion entre temperatura y potencial se realiz6 a dos horas distintas
de medida de temperatura con objeto de estudiar la sensibilidad de la hora de medida de
la temperatura como indicador de estrés en relacion con la hora de medida del potencial

hidrico. Ello se justifica ya que se pretende continuar esta linea de trabajo con sensores
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aerotransportados y por satélite que realizan una sola medida por dia, normalmente a
distinta hora de pasada que la correspondiente al maximo de diferencias de temperatura
y de medida de Wy. Se observa que para dias individuales, las mejores relaciones entre
Tcy Wxy entre Tc-Tay Wx se obtienen para medidas de temperatura obtenidas en el
periodo de mayores diferencias de temperatura entre arboles, las 14:00 hora solar. Sin
embargo, si se consideran todas las medidas del verano, en lugar de realizar el anélisis
por dias individuales, las mejores relaciones entre Tc y Wy y entre Tc-Ta y Wy se
obtienen para medidas de temperatura obtenidas a la misma hora de medida de Wy
(10:00 hora solar).

50 3

tratamiento R ——Ttratamiento S1 - T tratamiento R
45 1 ——tratamiento S1 2.5 1 —— T2 tratamiento S2 - T2 tratamiento R
——tratamiento S2
40 {

30 4

25 4

20 0
18 16-8 31-8 15-9 30-9 15-10 1-8 16-8 31-8 159 30-9 15-10

Fecha Fecha

Figura 26. Serie temporal de la temperatura media por tratamiento medidos a las 14:00 hora solar
(izquierda) y serie temporal de incrementos de temperatura en los tratamientos de mayor estrés medidos a
las 14:00 hora solar (derecha).
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Figura 27. Temperatura de la copa menos temperatura del aire
(Tc-Ta) para cada tratamiento (R, arriba; S1, centro; S2,
abajo) obtenido para todos dias del experimento, indicando las
(Tc-Ta) maximas y minimas.
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Figura 28a. Relacidn obtenida durante toda la campafia entre Tc (°C) y potencial hidrico (MPa)
(arriba) y entre Tc-Ta y potencial hidrico para cada dia (abajo). T recogidas a las 10:00 Hora

Solar.
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3.6. Espectrometria de Copa y Simulacion de la Reflectancia.

Las medidas de espectrometria en campo realizadas de forma diurna en tres
arboles de las distintas dosis de riego R, S1, S2 y en dos arboles de los tratamientos R y
S1 a la misma hora permitieron estudiar la viabilidad de la deteccion de la fluorescencia
clorofilica a partir de sus efectos en la reflectancia. Estas medidas de reflectancia fueron
apoyadas de forma paralela con medidas de fluorescencia clorofilica con el PAM-2100,
utilizando el modelo FluorMODgui para simular el comportamiento de la reflectancia

con y sin los efectos de la fluorescencia bajo diferentes geometrias de vision.

En la Figura 29 se muestran dos medidas de reflectancia en dos arboles de los
tratamientos de estrés mas extremos R (44-12) y S1 (33-12), en el que el potencial
hidrico de los mismos para ese dia fue de -0.8 y -2.3 MPa respectivamente,
observandose en la ampliacion en el rango 755-765 nm el abrupto incremento de
reflectancia a 760 nm coincidente con la localizacion de la banda de absorcion de
oxigeno. Como se ha comentado anteriormente, la hipdtesis es que dicho abrupto
incremento de la reflectancia a 760 nm es producto del rellenado espectral funcién de la
emision de la fluorescencia. Para cuantificar ese efecto de la fluorescencia en la
reflectancia nos centramos en la amplitud del pico utilizando la diferencia de la
radiancia a 760.59 y 759.5 nm, dado que la hipdtesis consiste en que la amplitud de
dicho pico es proporcional con la emision total de fluorescencia natural (Ft). Como se
puede observar en la Figura 29 la amplitud del rellenado espectral a 760 nm es mayor en
el arbol R (tratamiento de menor estrés) que el arbol S1 (tratamiento de mayor estrés),
por el propio efecto que produce la mayor emision de fluorescencia clorofilica en el
arbol R tal y como se ha descrito anteriormente en la Seccion 3.4 de resultados de

fluorescencia clorofilica.
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Figura 29. Medidas de espectrometria en dos arboles de tratamiento R(izquierda) y S1(derecha) a las
10:00 Hora Solar del dia 20-Agosto. De arriba a abajo se muestran las graficas de radiancia (L),
irradiancia (E) en unidades arbitrarias (u.a) y reflectancia (R). En el interior de las graficas de reflectancia
(R) se muestra una ampliacion de las mismas para las bandas 755-765 nm.
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En la Figura 30 se muestran medidas de espectrometria a lo largo del dia de
reflectancia en arboles de los tratamientos R, S2 y S1 en los dias en los que el potencial
hidrico de los arboles fue de -0.825, -1.05 y -3.35 MPa respectivamente, observando la
variacion del espectro de reflectancia en funcion de la geometria solar, asi como de la

amplitud del rellenado espectral.
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Figura 30. Medidas diurnas para los arboles R, S2 y S1 los dias 28, 22 y 23 de Septiembre
respectivamente.

El efecto de la fluorescencia en la reflectancia a lo largo del diurno se puede
observar con mayor claridad apoyandonos en las medidas de fluorescencia clorofilica a
nivel de hoja tomadas simultaneamente con el PAM-2100 durante el dia. En la Figura
31 se muestra el grado de relacion entre la amplitud del rellenado espectral calculado
como la diferencia R760.59-R759.5 y las medidas de fluorescencia clorofilica a nivel de
hoja obtenidas a las mismas horas con el PAM-2100, observandose consistencia en la
variacion de ambas a lo largo del dia. Otro indice propuesto en la literatura, calculado
como R740.76 / R717.83, una de cuyas bandas esta afectada por fluorescencia
(R740.76), y la otra en una banda para normalizacion, menos afectada (R717.83),

muestra una menor relacion con la fluorescencia clorofilica (Figura 32).
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Figura 31. Efecto de la fluorescencia en la reflectancia por efecto de rellenado espectral en la banda A de
absorcion de oxigeno cuantificado por R760.59-R759.5 y datos de Ft (fluorescencia en estado
estacionario) obtenidos con el PAM-2100 para un arbol por tratamiento (graficas de la izquierda). Grado
de relacién lineal entre ambos parametros de medida (derecha).
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Figura 32. Efecto de la fluorescencia en la reflectancia utilizando el indice R740.76 / R717.83
comparando con datos de Ft (fluorescencia en estado estacionario) obtenidos con el PAM-2100 para un
arbol por tratamiento (gréaficas de la izquierda). Grado de relacion lineal entre ambos parametros de

medida (derecha).
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La simulacion obtenida con el modelo FluorMOD, manteniendo todas las
variables fijas excepto una de las variable que afecta la emision de la fluorescencia, T?
(Figura 33) muestra que los mismos efectos observados en las medidas experimentales
de reflectancia sobre las copas de olivo se obtienen de forma tedrica con el modelo. Al
hacer variar distintas temperaturas podemos observar en los resultados de la simulacion
que se produce el abrupto rellenado espectral en las bandas de absorcién de oxigeno a
760 nm. EIl espectro de emisién de la fluorescencia mediante substraccion (Figura 33)
muestra que dicha emision de la fluorescencia es mayor en dichas bandas de absorcion
del oxigeno a 760 nm. Como se puede observar, se cumple que el efecto de la
fluorescencia en la reflectancia se encuentra en el intervalo tedrico de 0-3% para todas
las bandas en las que se manifiestan tal efecto (aproximadamente 650-800 nm). En la
Figura 34 se muestran los resultados del modelo para una serie de medidas simulando
una variacion diurna, manteniendo la variable T2 fija para los valores extremos 30° C y
10°C, y variando el angulo cenital solar entre 60° y 40°, correspondiendo a las horas
solares 9:00, 9:30, 10:00, 10:30, 11:00 respectivamente en que se realizaron las medidas
espectrales. Como se puede observar, a valores de T? de 30° C los efectos de la
fluorescencia en la reflectancia son escasos o inapreciables debido a la disminucion de
fluorescencia natural emitida, obteniendo curvas similares a aquéllas simuladas sin Fi
(sin emision de fluorescencia). Por otro lado a valores de T? menores si se produce un
efecto de la fluorescencia en la reflectancia apreciable, indicando que dicho rellenado
espectral es producto del efecto de la fluorescencia y no solamente de la variacion de la
geometria solar para distintos angulos cenitales.
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0 35 | fluorescencia en la = T (100(:)_Ta (300(:)
N Y 0037 s (000
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Figura 33. Simulacion a diferentes Fi del efecto de la fluorescencia en la reflectancia en la banda O,-A
(izquierda). Diferencias del efecto de la misma entre distintos valores de T y un valor de T=30° (derecha).
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Figura 34. Simulacién diurna con valores fijos de temperatura considerando la emision de fluorescencia
(izquierda). Simulacion diurna para valores fijos de temperatura sin emisién de fluorescencia (derecha),
mostrando el efecto nulo de la fluorescencia a 760 nm cuando no existe emision de fluorescencia.

En la Figura 35 se observa de una forma ampliada la simulacion a lo largo del
dia de la reflectancia con y sin efecto de la fluorescencia para un intervalo de bandas
entre 758 y 764 nm, con centro en la banda de absorcion de O, donde se produce el
fendmeno del rellenado espectral y con el consiguiente incremento de reflectancia
debido a la emisién de fluorescencia. La variacion de la amplitud del pico (R761-R759)
y del indice R741/R718 para valores de temperatura de 10 y 30° C y sin fluorescencia
frente a distintos angulos cenitales solares (Figura 36) muestra que el efecto de la
fluorescencia en la reflectancia es potencialmente detectable, pero demuestra la
influencia de la posicion del sol en la correcta estimacion absoluta de la fluorescencia

natural emitida.

En resumen, se ha observado, con medidas de campo, el efecto de la emision de
la fluorescencia en la reflectancia en funcion del estrés hidrico, siendo este efecto a 760
nm mas notable en el tratamiento R (tratamiento de menor grado de estrés, y por lo
tanto, de mayor emision de fluorescencia). Las relaciones obtenidas entre las medidas
simultaneas de la emision de la fluorescencia a nivel de hoja (medidas tomadas con el
PAM-2100) y el efecto de la fluorescencia en la reflectancia a 760 nm a nivel de copa
(medidas tomadas de espectrometria de copa) a lo largo de un diurno para cada
tratamiento de riego indican la viabilidad de la deteccion de fluorescencia mediante

bandas espectrales.
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Figura 35. Simulacion diurna para angulos cenitales solares entre 40° y 60° con y sin emision de
fluorescencia.
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Figura 36. Simulacidn diurna de la amplitud del rellenado espectral (R761-R759) y el indice R741/R718
con T=10° C, T=30° C y sin fluorescencia frente a &ngulos cenitales solares entre 40° y 60°.
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Conclusiones

4. Conclusiones.

Los resultados de las medidas de temperatura realizadas a nivel de olivo en un
ensayo de riego deficitario controlado muestran diferencias significativas de la
temperatura de copa entre arboles bien regados y estresados hidricamente. Estos
resultados confirman observaciones realizadas en otros cultivos que demuestran el
incremento de temperatura en vegetacion estresada, mostrando, sin embargo, mayores
diferencias de temperatura a las inicialmente esperadas en un cultivo como el olivar. Las
diferencias de temperatura observadas a nivel de arbol entre los distintos tratamientos
fueron de 4.13°C, siendo la diferencia de temperatura media a nivel de tratamiento de
3.08°C. Estas diferencias de temperaturas obtenidas permiten potencialmente el uso de
sensores de teledeteccion térmicos de tipo aerotransportado y por satélite para la

evaluacion del estrés en olivar a gran escala espacial.

Por su parte, los resultados obtenidos en las medidas de fluorescencia clorofilica
natural en el ensayo de riego deficitario controlado demuestran que la emision de
fluorescencia inducida por luz natural en estado estacionario es funcién del grado de
estrés hidrico en olivar entre tratamientos. El buen grado de relacion obtenida entre la
fluorescencia clorofilica en estado estacionario a nivel de hoja y el potencial hidrico
xilematico sugieren que la fluorescencia clorofilica puede utilizarse potencialmente

como indicador de estrés hidrico en olivar.

Los datos de reflectancia medidos con un espectrometro de alta resolucion
espectral, y las simulaciones llevadas a cabo con el modelo de transferencia radiativa
FluorMODgui han demostrado que la fluorescencia clorofilica puede ser detectada
mediante el método del rellenado espectral o in-filling utilizando la banda de absorcion
del oxigeno atmosférico O,-A centrada a 760 nm, observandose un aumento abrupto de
la sefial de reflectancia causado por la emision de fluorescencia en una region de baja
transmision atmosférica. Las simulaciones realizadas con el modelo FluorMODgui, que
permiten afiadir o eliminar los efectos de la fluorescencia en dicha regién espectral a
760 nm, demuestran que dicho efecto de rellenado espectral se produce como

consecuencia de la fluorescencia, no encontrandose cuando dichos efectos se eliminan.
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Conclusiones

Sin embargo, la simulacion también demuestra que dichos efectos de rellenado son
funcion no solamente de la emision de la fluorescencia clorofilica, sino también de la
variacion diurna del angulo de visién y geometria solar, debido a la variacion de la
relacion radiacion directa / difusa. Dichos resultados, por lo tanto, animan a continuar el
trabajo con objeto de modelar y separar ambos efectos, emision y geometria de vision,

con objeto de estimar correctamente la emision de la fluorescencia natural.

El presente trabajo, por lo tanto, avanza el conocimiento en el area de la
deteccion de estrés hidrico en olivar utilizando sensores térmicos y espectrales,
permitiendo potencialmente la cuantificacion futura de la temperatura y fluorescencia

clorofilica a nivel de arbol mediante técnicas de teledeteccion.
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